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Zusammenfassung
Die ungesättigte Dicarbonsäure Itaconsäure wird durch mikrobielle Fermentation erzeugt und
dient als Ausgangsstoff für die Produktion von Kosmetika, Klebstoffen oder sogar Biokraftstoff.
Der phytopathogene Basidiomycet Ustilago maydis produziert unter bestimmten Bedingungen
eine Vielzahl an Sekundärmetaboliten, zu denen auch die Itaconsäure gehört. Der Biosynthese-
weg der Itaconsäure war jedoch in diesem Pilz bisher noch nicht bekannt.
In dieser Arbeit wurden die für die Itaconsäure-Biosynthese in U. maydis verantwortlichen Ge-
ne identifiziert und charakterisiert. Alle beteiligten Gene sind in einem Gencluster organisiert,
der durch den Transkriptionsfaktor Ria1 spezifisch reguliert wird. Anhand von Deletionsanaly-
sen der entsprechenden Gene konnte gezeigt werden, dass in U. maydis zwei Enzyme essentiell
für die Synthese von Itaconat sind. Im Verlauf dieser Arbeit wurde die enzymatische Aktivität
dieser Enzyme bestimmt. Dabei wurde gezeigt, dass das PrpF-ähnliche Protein Aconitat-∆-
Isomerase (Adi1) die Umwandlung von cis- zu trans-Aconitat und damit den ersten Schritt
der Itaconsäure-Biosynthese in U. maydis katalysiert. Der zweite Schritt wird durch das zweite
essentielle Enzym trans-Aconitat-Decarboxylase (Tad1) katalysiert, das die Decarboxylierung
von trans-Aconitat zu Itaconat vermittelt. Basierend auf diesen Daten konnte ein Modell für
den Itaconsäure-Biosyntheseweg in U. maydis aufgestellt werden. Es wird angenommen, dass
cis-Aconitat durch den mitochondriellen Transporter Ctp1 vom Mitochondrium ins Cytosol ex-
portiert wird. Dort dient es als Substrat für Adi1, das die Isomerisierung zu trans-Aconitat
katalysiert. Trans-Aconitat wird anschließend durch Tad1 zu Itaconat decarboxyliert, das ver-
mutlich durch den Plasmamembran-Transporter Itp1 aus der Zelle transportiert wird.
Der Itaconsäure-Gencluster ist während der pathogenen Entwicklung von U. maydis stark ex-
primiert. In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass die Produktion von Itaconsäu-
re während der biotrophen Phase nicht essentiell ist. Damit bleibt die biologische Rolle der
Itaconsäure-Produktion für U. maydis weiterhin unklar.
Im Verlauf dieser Arbeit wurde noch ein zweiter Gencluster in U. maydis identifiziert, der Ähn-
lichkeiten zum Itaconat-Gencluster aufweist. Dieser Gencluster enthält ein Gen für eine Aconitat-
∆-Isomerase (adi2 ), die in der Lage ist, die Funktion von Adi1 vollständig zu ersetzen. Durch
Wachstumstests konnte gezeigt werden, dass der Adi2-Gencluster für die Verstoffwechselung
von cis- und trans-Aconitat essentiell ist, das sich auch in der Wirtspflanze Zea mays findet.
Die Fähigkeit, trans-Aconitat als Kohlenstoffquelle zu verwenden, ist für U. maydis während der
pathogenen Entwicklung möglicherweise von Vorteil, es konnte jedoch gezeigt werden, dass diese
Fähigkeit nicht essentiell für die pathogene Entwicklung von U. maydis ist.
2
1 Einleitung
1.1 Itaconsäure - ein Sekundärmetabolit mit großem Potential
1.1.1 Sekundärmetabolismus
Sekundärmetabolite sind strukturell variable Stoffe mit geringem Molekulargewicht, die im
Gegensatz zu Primärmetaboliten, nicht essentiell sind. Trotzdem kann die Produktion von
Sekundärmetaboliten für den Organismus einen großen Vorteil darstellen, da diese zumeist
bioaktiv sind und z.B. als Antibiotikum oder als chemisches Signal zur Kommunikation dienen
(Yim et al., 2007). Die Synthese solcher Moleküle ist dabei oft taxonomisch begrenzt, das heißt
nur eine kleine Gruppe von Organismen produziert den jeweiligen Sekundärmetaboliten.
Sekundärmetabolite werden häufig als Familie von verwandten Stoffen zu bestimmten Zeiten
des Lebenszyklus produziert, da sie dem produzierenden Organismus dort einen spezifischen
Vorteil verschaffen. Dabei ist die chemische Komplexität und Diversität der Sekundärmetabolite
sehr hoch.
Die meisten Sekundärmetabolite können anhand der Enzyme, die an ihrer Biosynthese beteiligt
sind, in verschiedene Klassen eingeteilt werden (Keller et al., 2005). Die Polyketide stellen
dabei die am häufigsten vorkommenden pilzlichen Sekundärmetabolite dar. Zu diesen gehört
unter anderem das Toxin Aflatoxin B1 aus Aspergillus flavus (Nesbitt et al., 1962) und das
Cholesterol-senkende Lovastatin aus Aspergillus terreus (Moore et al., 1985; Yoshizawa et al.,
1994). Polyketide werden von Polyketid-Synthasen (PKS) synthetisiert, die mit eukaryotischen
Fettsäure-Synthasen verwandt sind (Kennedy, 1999). Eine weitere Klasse sind die von Peptiden
abgeleiteten Sekundärmetabolite, die durch nicht-ribosomale Peptid-Synthasen (NRPS) syn-
thetisiert werden (Walsh, 2008). Dazu gehört auch das Antibiotikum Penicillin aus Penicillium
chrysogenum (Smith et al., 1990). Ausserdem kann noch zwischen Alkaloiden (charakteristisches
Enzym: Dimethylallyltryptophansynthase, DMATS) und Terpenen (Terpen Cyclase) unterschie-
den werden.
In Pilzen sind die für die Synthese benötigten Gene meistens in Genclustern angeordnet. Diese
können mehr als 10.000 bp umfassen mit jeweils bis zu 2000 bp langen intergenischen Bereichen
(Smith et al., 1990; Trail et al., 1995). Die Entstehung solcher pilzlicher Gencluster wird in
horizontalem Gentransfer von Prokaryoten zu Eukaryoten vermutet. Zu der Frage, warum diese
Gencluster über lange Zeit erhalten bleiben, obwohl das restliche Genom stetig Veränderungen
erfährt, gibt es verschiedene Hypothesen. Die plausibelste Erklärung scheint jedoch, dass das
Erhalten der Cluster-Struktur auch die Erhaltung der Gene des jeweiligen Biosyntheseweges
und somit des Sekundärmetboliten selbst bewirkt, was dem produzierenden Organismus einen











Abbildung 1.1: Regulatorisches Netzwerk von Sekundärmetabolit-Genclustern.
Die Regulation von pilzlichen Genclustern, die für die Synthese von Sekundärmetaboliten verantwortlich sind,
ist sehr komplex. Globale Transkriptionsfaktoren werden durch externe Stimuli wie pH-Wert oder Nährstoff-
mangel aktiviert und regulieren viele verschiedene Gene, darunter auch weitere regulatorische Proteine. Diese
regulieren wiederum spezifische Transkriptionsfaktoren, die für die Regulation des jeweiligen Genclusters zu-
ständig sind. Abbildung verändert übernommen aus (Brakhage, 2013).
Das Rückgrat dieser Gencluster wird von einem oder mehreren zentralen Enzymen, die für die
Synthese des Moleküls essentiell sind, gebildet. Bei einem Großteil der Gencluster handelt es sich
dabei um Polyketid-Synthasen (PKS) oder nicht-ribosomale Peptid-Synthasen (NRPS), die die
Kernstruktur des jeweiligen Moleküls synthetisieren. Anhand des Vorkommens dieser Enzyme
im Genom konnten durch bioinformatische Analysen bereits viele Gencluster für Sekundärmeta-
bolite identifiziert werden (Khaldi et al., 2010; Medema et al., 2011). Zusätzlich können Proteine,
die die Kernstruktur weiter modifizieren, sowie Transporter oder regulatorische Proteine in ei-
nem Gencluster vertreten sein.
Pilzliche Sekundärmetabolit-Gencluster sind häufig komplex reguliert. Die Aktivierung der Ge-
ne erfolgt meist durch einen externen Stimulus wie Kohlenstoff- oder Stickstoffquelle, pH-Wert,
Licht, Temperatur sowie andere Umwelteinflüsse (Drew and Wallis, 1983; Tilburn, 1995). Die
Regulation der Gencluster erfolgt dabei auf verschiedenen Ebenen und ergibt ein komplexes
Netzwerk aus globalen und spezifischen regulatorischen Proteinen (Abbildung 1.1). Bei den glo-
balen Regulatoren handelt es sich um Transkriptionsfaktoren, die keinem Gencluster angehören
und viele verschiedene Gene regulieren, auch solche, die nicht direkt im Sekundärmetabolismus
involviert sind. Die Gencluster befinden sich am Ende der Signalkaskade dieses Netzwerks und
werden häufig durch einen spezifischen Transkriptionsfaktor reguliert, der sich meist in direkter
Nachbarschaft zu dem Gencluster oder sogar innerhalb des Clusters befindet. Da die Regulation
der Cluster-Gene durch einen gemeinsamen Transkriptionsfaktor erfolgt, weisen die Gene inner-




1.1.2 Der Sekundärmetabolit Itaconsäure als bio-based chemical building block
Die einfach ungesättigte Dicarbonsäure Itaconsäure (Methylenbernsteinsäure) wurde erstmals
1837 von Baup als Thermolyseprodukt der Citronensäure beschrieben (Baup, 1837). Es folg-
ten weitere Vorschläge und Verfahren zur synthetischen Herstellung von Itaconsäure (Chiusoli,
1962; Berg and Hetzel, 1978), die sich jedoch wirtschaftlich kaum lohnten. Im Jahr 1932 wur-
de erstmals die Biosynthese von Itaconsäure durch den filamentösen Pilz Aspergillus itaconicus
auf saurem Medium beobachtet (Kinoshita, 1932). Wenig später wurde dann Aspergillus terreus
im Rahmen eines Screening-Programms als besserer Itaconat-Produzent identifiziert (Lockwood
and Reeves, 1945). Dies führte auch zu ersten Versuchen, die Itaconsäure-Produktion in großem
Maßstab durch biotechnologische Fermentationsprozesse zu realisieren (Nelson et al., 1952; Pfei-
fer et al., 1952). Nachdem das Interesse daran bis in die 1980er Jahre eher spärlich war, rückte
die Optimierung dieser Prozesse in den letzten Jahren wieder verstärkt in den Fokus der For-
schung, um der gestiegene Nachfrage an Itaconsäure auf dem weltweiten Markt nachkommen zu
können.
Abbildung 1.2: Rolle der Itaconsäure in der Synthese von wirtschaftlich interessanten chemischen
Verbindungen.
Schematische Darstellung der Produktion von verschiedenen wirtschaftlich interessanten Chemikalien aus
pflanzlicher Biomasse. Die pflanzliche Biomasse wird durch den in der Fermentation eingesetzten Organismus
zu Itaconsäure (IA) verstoffwechselt. Itaconsäure dient dann als Grundbaustein für die Synthese von verschie-
denen chemischen Strukturen, die beispielsweise Verwendung in der Produktion von Polymeren, Kosmetika
oder Biokraftstoff finden. Abbildung verändert übernommen aus (Geilen et al., 2010).
Itaconsäure wird heutzutage industriell durch die Fermentation vonA. terreus mit einer derzei-
tigen Produtionsrate von 80 g/L erzeugt (Willke and Vorlop, 2001). Sie wird vom amerikanischen
Energieministerium als einer der Top 12 bio-based chemical buildung blocks (Werpy and Peter-
sen, 2004; Lee et al., 2011) eingeschätzt, mit einem Produktionsvolumen von rund 80.000 t pro
Jahr und einem Preis von etwa 2 US-Dollar pro Kilogramm (Okabe et al., 2009). Aufgrund ihrer
chemischen Eigenschaften findet die Itaconsäure Verwendung als Grundbaustein in der Synthese
von wirtschaftlich interessanten chemischen Verbindungen (Hermann and Patel, 2007). Ein Bei-
spiel dafür ist der Einsatz in der Synthese von 3-methyl-tetrahydrofuran (3-MTHF), das durch
thermische Behandlung von Itaconsäure entsteht und aufgrund seiner physikalischen Eigenschaf-
ten ein idealer Kraftstoff für Verbrennungsmotoren ist (DoE, 1999; Voll and Marquardt, 2012).
Da der Preis für Itaconsäure auf dem weltweiten Markt jedoch immer noch sehr hoch ist, wird
in letzter Zeit verstärkt daran geforscht, Itaconsäure ökonomischer und kostengünstiger z. B.
durch mikrobielle Fermentation von pflanzlicher Biomasse herzustellen (Abbildung 1.2)(Geilen
et al., 2010; Klement et al., 2012).
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1.1.3 Itaconsäurebiosynthese in Aspergillus terreus
Die industrielle Produktion von Itaconsäure findet seit den 1960er Jahren durch Fermenta-
tion des filamentösen Ascomyceten Aspergillus terreus in zuckerhaltigem Medium und unter
Phosphat-limitierenden Bedingungen statt (Willke and Vorlop, 2001).
b
a
ATEG_09973 ATEG_09972 ATEG_09971 ATEG_09970 ATEG_09969
Abbildung 1.3: Der Itaconsäure-Biosyntheseweg in Aspergillus terreus.
a Schematische Darstellung des potentiellen Itaconsäure-Genclusters in A. terreus. Der Gencluster enthält ne-
ben dem cadA-Gen noch weitere Gene für einen Plasmamembran-Transporter der MFS-Familie (mfsA), einen
mitochondrialen Transporter (mttA), sowie einen Zink-Finger Transkriptionsfaktor (tf ). b Schematische Dar-
stellung des Itaconsäure-Biosyntheseweges. Das Citratzyklus-Intermediat cis-Aconitat wird vermutlich durch
MttA aus den Mitochondrien ins Cytosol transportiert. Dort dient es CadA als Substrat, das die Decarboxy-
lierung zu Itaconat katalysiert. Anschließend wird Itaconat möglicherweise über MfsA aus der Zelle sekretiert.
Der Biosyntheseweg der Itaconsäure ist in diesem Pilz bereits charakterisiert. Schon 1955
konnten Bentley und Thiessen eine katalytische Aktivität im Zellextrakt von A. terreus nach-
weisen, welche eine Umwandlung von cis-Aconitat zu Itaconat bewirkte (Bentley and Thiessen,
1955). Auf diese Weise konnte ein Biosyntheseweg postuliert werden, welcher durch radioaktive
Markierungen von verschiedenen Substraten aus dem Citratzyklus bestätigt wurde (Bentley and
Thiessen, 1957; Bonnarme et al., 1995). Später wurde das Gen cadA, das für das Enzym cis-
Aconitat-Decarboxylase im Itaconsäure-Biosyntheseweg von A. terreus kodiert, identifiziert und
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kloniert (Kanamasa et al., 2008; Li et al., 2011). Das CadA-Protein hat eine hohe Ähnlichkeit
zu Proteinen der MmgE/PrpD-Familie, zu denen auch die 2-Methylcitrat-Dehydratase gehört.
Dieses Enzym ist Bestandteil des Propionat-Abbauweges von Mikroorganismen und katalysiert
die Dehydratisierung von 2-Methylcitrat zu 2-Methylaconitat (Tabuchi and Hara, 1974; Horswill
and Escalante-Semerena, 1997).
In A. terreus ist cadA vermutlich Teil eines kleinen Genclusters, der direkt neben dem Lova-
statin Gencluster lokalisiert ist und ausser cadA noch Gene für ein Exportprotein der Major
facilitator superfamily (MFS-Familie, mfsA), einen mitochondriellen Transporter (mttA), so-
wie einen Zink-Finger Transkriptionsfaktor enthält (Li et al., 2011). Die Produkte dieser vier
Gene sind für die Itaconsäure Biosynthese in A. terreus verantwortlich, bei dem zunächst cis-
Aconitat aus den Mitochondrien ins Cytosol transportiert wird (Abbildung 1.3), da CadA dort
lokalisiert (Jaklitsch et al., 1991). Im Cytosol wird cis-Aconitat von CadA als Substrat genutzt
und zu Itaconat decarboxyliert, welches anschließend vermutlich mit Hilfe des Plasmamembran-
Transporters MfsA aus der Zelle sekretiert wird.
Der Transport von cis-Aconitat aus den Mitochondrien in das Cytosol, sowie die Sekretion von
Itaconat durch MfsA sind immer noch spekulativ. Für den mitochondrialen Transporter wird
jedoch ein Mechanismus wie für den Malat-Citrat-Antiporter angenommen (Jaklitsch et al.,
1991). Es konnte bereits anhand von Transkriptomanalysen gezeigt werden, dass der mitochon-
driale Transporter mttA unter Itaconat-Produktionsbedingungen stärker exprimiert wird. Aus-
serdem zeigte eine Überexpression des Proteins einen direkten positiven Einfluss auf die Itaconat-
Produktion von A. terreus (van der Straat et al., 2014), wodurch die Hypothese des Exports
von cis-Aconitat bestärkt wird.
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1.2 Ustilago maydis als Modellorganismus
1.2.1 Der Lebenszyklus von Ustilago maydis
Ustilago maydis ist ein phytopathogener Brandpilz, der zur Ordnung der Ustilaginales in der
Abteilung der Basidiomycota gehört. U. maydis hat dabei ein sehr enges Wirtsspektrum, das
sich auf Maispflanzen und Teosinte beschränkt, wobei die Pflanzen an allen oberirdischen Teilen
befallen werden können. Im Falle einer Infektion kommt es zur Ausbildung von Gallen, in denen
die Entwicklung und Produktion der diploiden Teliosporen des Pilzes stattfindet.
U. maydis ist als Modellorganismus sehr gut geeignet, da die Genomsequenz des Pilzes vollstän-
dig bekannt ist und moderne Methoden der genomweiten Transkriptom- und Proteom-Analyse
durchgeführt werden können. Ausserdem sind die Zellen im haploiden Stadium leicht zu kulti-
vieren und für gentechnische Methoden leicht zugänglich (Steinberg and Perez-Martin, 2008). In
den letzten Jahren hat U. maydis sich unter anderem für die Untersuchung vieler grundlegender
Probleme bezüglich der Morphogenese und der Zellpolarität, aber auch in der Charakterisierung








Abbildung 1.4: Der Lebenszyklus von U. maydis.
U. maydis ist ein pflanzenpathogener Pilz mit einem dimorphen Lebenszyklus. In seiner haploiden, saprophyti-
schen Form vermehrt er sich durch hefeartige Knospung. Kompatible, haploide Sporidien können sich anhand
eines Pheromon-Pheromonrezeptorsystems erkennen, dadurch aufeinander zuwachsen und an der Spitze zu ei-
nem dikaryotischen Filament fusionieren. Diese Form von U. maydis ist pathogen und kann mit Hilfe eines
zuvor gebildeten Appressoriums die Maispflanze penetrieren. Innerhalb des pflanzlichen Gewebes wird dann
die Ausbildung von Gallen induziert, in denen die Proliferation und die Bildung von diploiden Sporen erfolgt.
Die reifen Gallen platzen schließlich auf und die Sporen werden durch Wind, Regen oder Tiere verteilt. Unter




U. maydis hat einen dimorphen Lebenszyklus und wechselt dabei zwischen einer nicht-
pathogenen haploiden und einer pathogenen diploiden Form (Abbildung 1.4). Die haploiden
Zellen vermehren sich hefeartig durch Knospung.
Treffen zwei kompatible haploide Zellen auf der Pflanzenoberfläche aufeinander, erkennen sich
diese über ein Pheromon-Rezeptorsystem. Dadurch kommt es zum Zellzyklusarrest und zur
Ausbildung von sogenannten Konjugationsschläuchen, die sich entlang des Pheromongradienten
orientieren und so aufeinander zuwachsen (Bölker et al., 1992; Snetselaar et al., 1996). Nach
der Fusion der Zellen an der Spitze entsteht dann eine dikaryotische Infektionshyphe, die sich
durch apikales Spitzenwachstum auszeichnet (Banuett and Herskowitz, 1994). Dabei wird der
zytoplasmahaltige Teil der Hyphe durch Einzug von Septen gegen die entleerten Abschnitte
abgegrenzt (Snetselaar et al., 1996). Anschließend werden an der Spitze der Hyphe Appressorien
ausgebildet, mit deren Hilfe U. maydis mechanisch in die Pflanze eindringen kann. Im Meristem
der befallenen Pflanze kommt es dann zur Induktion von Zellwucherungen. Diese führt zur Aus-
bildung von Gallen, die an allen oberirdischen Teilen der Pflanze auftreten können und in denen
die Karyogamie und die Differenzierung zu stark pigmentierten diploiden Teliosporen erfolgt
(Banuett and Herskowitz, 1994, 1996). Bricht der Tumor am Ende seiner Reifung auf, werden
die Teliosporen durch Wind und Regen verbreitet. Die Teliosporen stellen dabei die Dauerform
von U. maydis dar, die unter geeigneten Bedingungen auskeimen und nach Durchlauf der Meiose
wieder zur Bildung der haploiden, saprophytischen Sporidien führen.
1.2.2 Sekundärmetabolismus in U. maydis
Wie viele andere Pilze besitzt auch Ustilago maydis Gencluster, die für die Produktion von
Sekundärmetaboliten verantwortlich sind. Bereits in den 1950er Jahren wurde U. maydis als
Produzent von verschiedenen interessanten Sekundärmetaboliten beschrieben, die insbesondere
unter Stickstoff-limitierten Bedingungen identifiziert wurden (Haskins et al., 1955; Boothroyd
et al., 1956). In dieser Zeit war man besonders an der Entdeckung neuer Antibiotika interes-
siert, die vor allem von Pilzen produziert werden. Dadurch geriet auch U. maydis als Produzent
für bioaktive Stoffe in den Fokus der Forschung. Insbesondere die von Haskins identifizierte
Ustilaginsäure (Abbildung 1.5a) zeigt antibiotische Wirkung, sowohl gegen pro- als auch euka-
ryotische Mikroorganismen (Haskins, R.H., and Thorn, 1951; Reed and Holder, 1953). Wenig
später wurde aber festgestellt, dass die Ustilaginsäure nicht stabil genug ist, um in der Medizin
Anwendung zu finden.
Der Biosyntheseweg der Ustilaginsäure wurde bereits gut charakterisiert. Die für die Produktion
verantwortlichen Gene sind dabei in einem relativ großen Gencluster angeordnet, der aus 12
Genen besteht und durch den spezifischen Zinkfinger-Transkriptionsfaktor Rua1 reguliert wird
(Teichmann et al., 2007, 2010). Die Produktion der Ustilaginsäure, sowie einiger anderer Sekun-
därmetabolite, wird durch Stickstoffmangel induziert (Boothroyd et al., 1956). Strukturell setzt
sich die Ustilaginsäure aus einem Gemisch aus Cellobioselipiden zusammen, wobei das Disac-
charid Cellobiose o-glycosidisch mit der ω -Hydroxylgruppe einer langkettigen Hydroxyfettsäure
verknüpft ist (Lemieux et al., 1951).
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(a) Ferrichrom (b) Ustilaginsäure (UA)






Abbildung 1.5: Übersicht der von U. maydis produzierten Sekundärmetabolite.
U. maydis ist in der Lage unter bestimmten Bedingungen verschiedene Sekundärmetabolite zu produzieren.
a Ferrichrome sind Eisen-Chelatoren und agieren als Siderophore zur Eisen-Beschaffung und Speicherung. b
Die Ustilaginsäure ist ein Cellobiose-Lipid und hat antibiotische Eigenschaften. c MELs haben amphipathische
Eigenschaften und finden als oberflächenaktive Stoffe Verwendung. d Pityriacitrin wird spontan in wässriger
Lösung produziert, wenn Tryptophan als einzige Stickstoffquelle genutzt wurde. e Die Itaconsäure ist ein
vergleichsweise kleiner Sekundärmetabolit und wird unter Stickstoffmangel produziert. Der Biosyntheseweg in
U. maydis wurde bisher nicht charakterisiert. Verändert übernommen aus (Bölker et al., 2008).
Neben der Ustilaginsäure, deren Produktion leicht durch die bei niedrigem pH-Wert ausfal-
lenden nadelförmigen Kristalle zu erkennen ist, wurden bis heute noch weitere durch U. maydis
produzierte Sekundärmetabolite identifiziert und charakterisiert. Dazu gehört eine weitere Klas-
se an extrazellulären Glykolipiden, die als Mannosylerithritol-Lipide (MEL) bezeichnet werden
(Abbildung 1.5b) und strukturell nicht mit der Ustilaginsäure verwandt sind. MELs sind am-
phipatische Moleküle, die eine oberflächenaktive Wirkung haben: Sie wurden bereits 1955 als
extrazelluläres Öl, das eine höhere Dichte als Wasser aufweist, beschrieben (Haskins et al.,
1955).
Die Gene für die Produktion der MELs sind ebenfalls in einem Gencluster angeordnet, der
aber nur fünf Gene umfasst (Hewald et al., 2006). Die Regulation der MEL-Synthese ist nicht
bekannt, da noch kein spezifischer Transkriptionsfaktor identifiziert werden konnte. Strukturell
bestehen MELs im wesentlichen aus einem Disaccharid, das sich aus Mannose und Erythritol
zusammensetzt, wobei die Mannoseeinheit mit zwei Fettsäureketten verschiedener Länge, so-
wie zwei Acetylgruppen verestert ist (Fluharty and OBrien, 1969; Hewald et al., 2005). Erst
kürzlich konnte gezeigt werden, dass die Biosynthese von Glykolipiden in U. maydis zum Teil




Neben den zwei Klassen von Glycolipiden produziert U. maydis außerdem zwei verschiede-
ne Siderophore (Abbildung 1.5c), die als Ferrichrom und FerrichromA bezeichnet und für die
Aufnahme und Speicherung von Eisen benötigt werden (Budde and Leong, 1989). Bei Eisen-
mangel werden diese Siderophore in das umgebende Medium ausgeschieden, wo sie Eisen-Ionen
komplexieren und anschließend von den Zellen über spezifische Transportsysteme wieder auf-
genommen werden (Neilands, 1952). Für die Biosynthese der Siderophore in U. maydis sind
mehrere Gencluster zuständig, die durch cAMP, Eisen und den eisenabhängigen Transkripti-
onsfaktor Urbs1 reguliert werden (Eichhorn et al., 2006).
Eine weitere Klasse von Sekundärmetaboliten, die von Basidiomyceten produziert werden,
bilden die Indolpigmente (Mayser et al., 1998). Insbesondere U. maydis diente hier als Modell-
organismus zur Aufklärung des Biosyntheseweges. Dabei wurde beobachtet, dass besonders viele
farbige und fluoreszierende Verbindungen gebildet werden, wenn die Aminosäure Tryptophan als
einzige Stickstoffquelle vorliegt (Zuther et al., 2008). Pityriacitrin z.B. ist ein Hauptbestandteil
dieser Pigment-Mischung und ein sehr effektiver UV-Filter (Machowinski et al., 2006).
Bereits in den 1950er Jahren wurde noch ein fünfter Sekundärmetabolit identifiziert, der von
U. maydis produziert wird. Dabei handelt es sich um die ungesättigte Dicarbonsäure Itaconsäu-
re (Abbildung 1.5e), die unter Stickstoffmangel in den Kulturüberstand sekretiert wird (Haskins
et al., 1955). Während die Biosynthese in anderen Pilzen wie Aspergillus terreus bereits relativ
gut charakterisiert ist, wurden in U. maydis die für die Produktion verantwortlichen Gene bisher
noch nicht identifiziert.
1.3 Zielsetzung
Ziel dieser Arbeit war die Aufklärung des Itaconsäure-Biosyntheseweges und die Charakteri-
sierung der daran beteiligten Gene in U. maydis. Dies wurde in Zusammenarbeit mit der Ar-
beitsgruppe Blank von der RWTH Aachen durchgeführt (Geiser, 2014). Während dieser Arbeit
konnte noch ein zweiter kleinerer Gencluster identifiziert werden, der dem Itaconat-Gencluster
sehr ähnlich ist. Dieser ist, im Gegensatz zum Itaconat-Gencluster, jedoch auch in nahe ver-
wandten Pilzen wie Sporisorium reilianum vertreten. Ein Teil dieser Arbeit drehte sich daher
auch um die Charakterisierung dieses zweiten Genclusters und seiner Funktion in U. maydis.
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2.1 Biochemische Charakterisierung des Itaconsäure-Genclusters in
U. maydis
2.1.1 Ein Protein der PrpF-Superfamilie ist essentiell für die
Itaconsäure-Biosynthese von U. maydis
Die Fähigkeit, Itaconsäure zu produzieren, wurde für den phytopathogenen Basidiomyceten
U. maydis bereits in den 1950er Jahren beschrieben (Haskins et al., 1955). Der Biosyntheseweg
dieser ungesättigten Dicarbonsäure konnte jedoch für U. maydis bis jetzt noch nicht charakte-
risiert werden.
In dem filamentösen Ascomyceten Aspergillus terreus, der gegenwärtig zur industriellen Produk-
tion von Itaconsäure genutzt wird, wurde der Itaconsäure-Biosyntheseweg über Jahre hinweg
durch verschiedene Arbeitsgruppen aufgeklärt (Bentley and Thiessen, 1955; Bonnarme et al.,
1995; Kanamasa et al., 2008; Li et al., 2011). In A. terreus wird die Itaconat-Synthese durch
das Enzym cis-Aconitat-Decarboxylase (CadA) katalysiert, das cis-Aconitat zu Itaconat de-
carboxyliert (Kanamasa et al., 2008; Li et al., 2011). Dieses Enzym hat eine hohe Ähnlichkeit
zu Methylcitratdehydratasen, die die Dehydratisierung von 2-Methylcitrat zu 2-Methylaconitat
im Propionatabbauweg von Mikroorganismen katalysieren und zur Familie der MmgE/PrpD-
Proteine gehören (Tabuchi and Hara, 1974; Horswill and Escalante-Semerena, 1997; Brock et al.,
2000).
Der erste Schritt zur Aufklärung des Itaconsäure-Biosyntheseweges in U. maydis bestand
daher in einer Genomanalyse. Während A. terreus neben cadA noch drei weitere Gene be-
sitzt, deren Genprodukte zur PrpD-Familie gehören, konnte in U. maydis nur ein einziges Gen
(um06344 ) identifiziert werden. Um06344 codiert für ein Protein, das Ähnlichkeit zu CadA
und damit zu PrpD-Proteinen aufweist (BLAST: 23%). Um die Funktion dieses Proteins in
der Itaconsäure-Biosynthese zu charakterisieren, wurde eine Deletionsmutante von um06344
generiert und deren Itaconat-Produktion analysiert. Dabei wurde festgestellt, dass die Deletion
dieses Gens in U. maydis zu keiner Veränderung in der Itaconsäure-Produktion führte. Auch
eine Überexpression zeigte keinen Effekt auf die Produktionsrate (Maasem-Panakova, 2013).
Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dass um06344 vermutlich für eine Methylcitrat-
Dehydratase und nicht für eine cis-Aconitat-Decarboxylase codiert. Daher muss die Biosynthese
von Itaconat in U. maydis über einen alternativen Weg stattfinden.
Eine Literaturrecherche zeigte, dass die Funktion der Methylcitrat-Dehydratase PrpD im
Propionat-Abbauweg einiger Bakterien, wie z.B. Shewanella oneidensis, durch eine kombinierte
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Abbildung 2.1: Itaconsäure-Produktion der Deletionsmutanten für die drei PrpF-ähnlichen Prote-
ine in U. maydis.
Dargestellt ist die Itaconsäure-Produktion der Deletionsmutanten für die drei PrpF-ähnlichen Proteine in
U. maydis im Vergleich zum Wildtyp. Die Deletion von um11778 führt dabei zu einem Verlust der Itaconsäure-
Produktion, während diese durch Deletion von um02807 und um06058 nur gering beeinflusst wird. Die hier
gezeigten Daten wurden von Elena Geiser (AG Blank, RWTH Aachen) erhoben (Geiser, 2014).
Funktion der Enzyme AcnD und PrpF übernommen wird (Grimek and Escalante-Semerena,
2004). AcnD übernimmt dabei die Funktion einer Dehydratase, während PrpF als Isomerase
wirkt, um das vermutlich entstehende 2-Methyl-trans-Aconitat zu 2-Methyl-cis-aconitat um-
zuwandeln (Garvey et al., 2007). Ein weiteres Enzym der PrpF-Familie, die 3-Methylitaconat-
∆-isomerase (Mii, EC 5.3.3.6) aus Eubakterium barkerii, katalysiert im Nicotinat-Abbauweg
die Isomerisierung von 3-Methylitaconat zu Dimethylmaleat. In diesem Zusammenhang konnte
auch gezeigt werden, dass Mii in der Lage ist Itaconat als Substrat zu nutzen und dieses in sein
Isomer Citraconat umzuwandeln (Velarde et al., 2009).
Aufgrund dieser Tatsache wurde eine weitere Genomanalyse in U. maydis durchgeführt. Diese
ergab, dass U. maydis drei Gene, um11778, um02807 und um06058, besitzt, deren Produkte
Ähnlichkeit zu Proteinen der PrpF-Familie aufweisen. Um zu überprüfen, ob diese Gene in
der Itaconsäure-Biosynthese von U. maydis involviert sind, wurden Einzel-Deletionsmutanten
in U. maydis erzeugt und diese auf ihre Itaconsäure-Produktion hin überprüft (Abbildung
2.1). Die Deletion von um11778 führte zu einem Verlust der Itaconsäure-Produktion, während
die Deletion der beiden anderen PrpF-ähnlichen Proteine keinen Effekt auf die Itaconsäure-
Produktion von U. maydis hatte. Dies zeigt, dass um11778 eine entscheidende Rolle in der
Itaconsäure-Biosynthese von U. maydis spielt.
2.1.2 Charakterisierung des potenziellen Itaconsäure-Genclusters
Gene, die bei der Produktion von Sekundärmetaboliten eine Rolle spielen, sind in Pilzen oft
in Genclustern angeordnet und weisen ein ähnliches Expressionsmuster auf (Walton, 2000;
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Bok et al., 2006; Brakhage, 2013). Bei genauerer Betrachtung der genomischen Umgebung von
um11778 zeigte sich, dass um11778 Teil eines solchen Sekundärmetaboliten Genclusters sein
könnte. Durch Vergleich mit der Datenbank konnte das Gen oberhalb von um11778 als ein
Exportprotein der Major Facilitator-Superfamilie (MFS, um11777 ) mit Ähnlichkeit zu EmrD
(multi-drug-resistance) aus E. coli (Tabelle 2.1) identifiziert werden. Unterhalb von um11778
lokalisiert ein mitochondrieller Transporter (um05079 ), der mit dem Citrat-Transportprotein
(CTP1) aus S. cerevisiae verwandt ist. Der Cluster wird an einer Seite durch ein Gen begrenzt,
das für einen Transkriptionsfaktor der basic-helix-loop-helix-Familie (um05080 ) codiert. Inter-
essanterweise war bereits in einer Überexpressionsstudie des Zink-Finger Transkriptionsfaktors
Mzr1 aus U. maydis gezeigt worden, dass diese Gene gemeinsam reguliert sind (Zheng et al.,
2008). Auch die Gene um05074, um12299 und um05076, die ebenfalls in direkter Nachbar-
schaft zu um11778 liegen, weisen ein ähnliches Expressionsmuster auf und ließen daher auf
einen größeren Gencluster schließen. Bei um05074 handelt es sich um ein Gen für eine P450-
Monooxygenase, die Ähnlichkeit zur Phenylacetat-Hydroxylase phacA aus A. nidulans hat.
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Tabelle 2.1: Analyse der Clustergene
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Dieses Enzym katalysiert die Hydroxylierung von Phenylacetat und eine Deletion des Gens
führt zur Überproduktion von Penicillin (Mingot et al., 1999). Das Gen um12299 codiert für eine
Ring-spaltende Dioxygenase, die mit einem Makrophagen Kolonisierungsfaktor aus Salmonella
enterica verwandt ist. Bei dem letzten Gen, um05076, handelt es sich um ein 3-Carboxy-cis,cis-
Muconat-lactonisierendes Enzym (CMLE). Diese Enzyme katalysieren die Lactonisierung von
3-Carboxy-cis,cis-Muconat im β-Ketoadipatweg beim aeroben Abbau von aromatischen Ver-
bindungen (Ornston and Stanier, 1966a).
Um die mögliche Funktion dieses potentiellen Genclusters in der Itaconsäure-Biosynthese zu
untersuchen, wurden Deletionen der einzelnen Gene generiert. Dazu wurden zunächst homologe
Bereiche von etwa 1000 bp, die das zu deletierende Gen links und rechts flankieren, mittels
PCR amplifiziert. Durch homologe Rekombination in S. cerevisiae wurden diese Flanken mit
einem geeigneten Vektor und einer Hygromcyin-Resistenzkassette verknüpft. Dieses Konstrukt
wurde zur Transformation von U. maydis genutzt, wodurch der offene Leserahmen des jeweiligen
Gens über homologe Rekombination durch eine Hygromycin-Resistenzkassette ersetzt wurde.
Anschließend wurden geeignete Transformanten einer Southern-Blot-Analyse unterzogen und
die Itaconsäure-Produktion der so erhaltenen korrekten Mutanten analysiert.
Abbildung 2.2: Übersicht der Itaconsäure-Produktion der einzelnen Deletionsmutanten des poten-
tiellen Itaconsäure-Genclusters in U. maydis.
a Gezeigt ist die genomische Anordnung der Gene des potentiellen Itaconsäure-Genclusters in U. maydis. b
Dargestellt ist die Itaconsäure-Produktion der einzelnen Deletionsmutanten in U. maydis im Vergleich zum
Wildtyp. Neben der Deletion des PrpF-ähnlichen Proteins Um11778 führte auch die Deletion des Transkripti-
onsfaktors Um05080, sowie des Gens für das CMLE-ähnliche Protein Um05076 zu einem totalen Verlust der
Itaconat-Produktion. Die Deletion der Gene um11777 und um05079, welche für die beiden Transportproteine
kodieren, führte zu einer starken Reduktion der Rate, während die Deletion von um05074 und um12299 keinen
signifikanten Phänotyp aufwies. Die hier gezeigten Messungen wurden von Elena Geiser (AG Blank, RWTH
Aachen) vorgenommen (Geiser, 2014).
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Bei der Analyse konnten um05076 und um05080 als weitere, für die Itaconat-Biosynthese
essentielle, Gene identifiziert werden (Abbildung 2.2). Die Deletion eines mitochondriellen
Transporters (um05079 ) bzw. eines Plasmamembran-Transporters (um11777 ) führte jeweils zu
einer etwa 50%igen Verminderung der Produktionsrate. Für die Deletion der Gene um05074
(P450 Monooxygenase) und um12299 (Ring-spaltende Dioxygenase) konnte kein Effekt auf die
Produktionsrate beobachtet werden. Anhand der Deletionsanalyse konnte somit deutlich gezeigt
werden, dass ein Gencluster für die Biosynthese von Itaconat in U. maydis verantwortlich ist.
2.1.3 Der Transkriptionsfaktor Um05080 reguliert spezifisch die Expression der
Itaconsäure-Biosynthesegene
Gencluster werden häufig durch spezifische Transkriptionsfaktoren reguliert, die sich innerhalb
oder in direkter Nachbarschaft zum betreffenden Gencluster befinden. Auch der potentielle
Itaconsäure-Gencluster in U. maydis liegt in direkter Nachbarschaft zu einem transkriptionellen
Regulator (um05080 ). Um die Regulation der Clustergene durch Um05080 zu charakterisieren,
wurden quantitative RealTime-PCRs durchgeführt, mit deren Hilfe das mRNA-Level der jewei-
ligen Gene unter bestimmten Bedingungen ermittelt wurde.
Abbildung 2.3: Transkriptlevel der Gene des Itaconsäure-Genclusters unter Itaconat-
Produktionsbedingungen im Wildtyp und in der ria1 -Deletionsmutante.
Gezeigt sind die relativen mRNA-Level der einzelnen Gene des Itaconsäure-Genclusters unter Itaconat-
Produktionsbedingungen in modifiziertem Tabuchi-Medium (MTM). Als Vergleich wurde die Expression der
jeweiligen Gene für nicht-induzierende Bedingungen (12 h YEPS Vollmedium) herangezogen. Mit Ausnahme
von um12299 wird die Expression aller Gene in diesem Medium stark induziert. Die Deletion des Transkrip-
tionsfaktors hat einen negativen Einfluss auf die Expression aller Gene, wodurch eine Abhängigkeit von der
Regulation durch Ria1 gezeigt wird. Die Bestimmung der Signifikanz erfolgte durch einen einseitigen Students-
T-Test: <0,05 = *; <0,01 = **; <0,001 = ***.
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Dazu wurden der Wildtypstamm und die Deletionsmutante von um05080 für 12 Stunden in
modifiziertem Tabuchi-Medium (MTM) inkubiert, in dem es zur Induktion der Itaconsäure-
Produktion kommt (Verduyn et al., 1992). Anschließend wurde die RNA der Zellen präpariert
und die Expression analysiert.
Um eine relative Expression der Gene darstellen zu können, wurde die Expression im Wildtyp
unter nicht induzierten Bedingungen (12 h YEPS-Vollmedium) auf den Wert 1 gesetzt und als
gestrichelte Linie in der Abbildung dargestellt.
Die Auswertung der Daten ergab zunächst, dass, mit Ausnahme von um12299, alle Gene des po-
tentiellen Itaconsäure-Genclusters unter Produktionsbedingungen mindestens 2-fach (um05074 )
induziert wurden (Abbildung 2.3).
Dabei fiel insbesondere das Gen für den mitochondriellen Transporter (ctp1 ) auf, das ein etwa
9-fach höheres Transkriptlevel nach Kultivierung in diesem Stickstoff-limitierten Medium ge-
genüber der Expression in Vollmedium (YEPS, gestrichelte Linie) aufwies. Auch die Expression
des vermutlichen Exportproteins (mfs), sowie des Transkriptionsfaktors (ria1 ) war etwa 5 mal
stärker. Die Gene um05076 (tad1 ) und um11778 (adi1 ) zeigten eine etwa 4-fach höhere Ex-
pression gegenüber dem Vollmedium.
Abbildung 2.4: Einfluss des Transkriptionsfaktors Ria1 auf die Transkriptlevel der Gene des po-
tentiellen Itaconsäure-Genclusters.
Gezeigt sind die mRNA-Level der einzelnen Gene des Itaconsäure-Genclusters nach 6-stündiger Überexpressi-
on des Transkriptionsfaktors Ria1 in Minimalmedium (MM) mit Arabinose. Zur Kontrolle wurde der Stamm
6 Stunden in Minimalmedium mit Glukose inkubiert. Mit Ausnahme von um05074 und um12299 wurde die
Expression aller Gene, insbesondere aber die von um05076, durch die Überexpression von ria1 induziert. Die
mRNA-Level von ria1 wurden zur besseren Vergleichbarkeit der restlichen Daten in diesem Diagramm nicht
gezeigt. Die Bestimmung der Signifikanz erfolgte durch einen einseitigen Students-T-Test: <0,05 = *; <0,01 =
**; <0,001 = ***.
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Nach Deletion des Transkriptionsfaktors Um05080 waren die Transkriptlevel aller Gene des
potentiellen Genclusters im induzierenden Medium deutlich reduziert, sodass auch hier eine Ab-
hängigkeit von Um05080 gezeigt werden konnte.
Insbesondere die Expression von um05079 und um11778 ist von Ria1 abhängig, da diese durch
die Deletion von ria1 um 90% bzw. 85% reduziert wurde. Auch das relative mRNA-Level von
um11777 wurde um etwa 70% stark reduziert und zeigt die Abhängigkeit von Ria1. Dagegen
wurde das Expressionslevel von um05076, um05074 und 12299 mit einer Verminderung um je-
weils etwa 30% nur gering beeinflusst. Diese Daten weisen daraufhin, dass die Gene um05076,
um05074 und 12299 zusätzlich zur Kontrolle durch Um05080 vermutlich noch einer weiteren
Regulation unterliegen.
Um zu analysieren, welchen Einfluss eine Überexpression des Transkriptionsfaktors Um05080 auf
die Gene des potentiellen Genclusters hat, wurde um05080 unter die Kontrolle des Arabinose-
induzierbaren Promotors Pcrg gestellt. Das so erstellte Konstrukt wurde dann in den ip-Locus
des Wildtypstammes integriert.
Zur Analyse der mRNA-Level der entsprechenden Gene wurde dieser Stamm für 6 Stunden
sowohl in Minimalmedium mit Glukose, als auch in Minimalmedium mit Arabinose inkubiert.
Durch Zugabe von Arabinose wird der Promotor aktiviert und es kommt zu einer starken Über-
expression von um05080. Anschließend wurde die RNA der Zellen präpariert und die Transkript-
menge analysiert.
Die Daten dieser Kulturen ergaben eine 7-mal stärkere Expression für um05076 und für um11777
eine etwa 4-mal stärkere gegenüber der normalen Expression in Vollmedium (YEPS) (Abbildung
2.4). Die Expression von um11778 und um05079 konnte dagegen durch die Überexpression von
Um05080 nur verdoppelt werden. Durch die Induktion von um05080 mit Arabinose wurde die
Transkriptmenge dieses Gens auf das etwa 40-fache gesteigert.
Aus den hier gezeigten Daten kann geschlossen werden, dass die für die Itaconsäure-Biosynthese
benötigten Gene in einem Gencluster angeordnet sind und hauptsächlich spezifisch durch den
benachbarten Transkriptionsfaktor Um05080 reguliert werden. Aus diesem Grund wird das ent-
sprechende Gen um05080 als ria1 (Regulator of itaconic acid biosynthesis) bezeichnet.
2.1.4 Lokalisierung der an der Itaconsäure-Biosynthese beteiligten Proteine
Die intrazelluläre Lokalisierung der an der Itaconsäure-Biosynthese beteiligten Proteine wurde
analysiert, um einen Hinweis auf ihre Funktion zu erhalten. Dazu wurden GFP-Fusionen der
Proteine in den entsprechenden Deletionsmutanten exprimiert.
Durch Fluoreszenz-Mikroskopie konnte gezeigt werden, dass GFP-Um05076 und Um11778-GFP
im Zytoplasma und im Zellkern lokalisieren (Abbildung 2.5a). GFP-Um11777 dagegen loka-
lisierte deutlich an der äußeren Zellmembran. Diese Lokalisierung bestärkt die Vermutung,
dass Um11777 die Funktion eines Itaconat-Exporters übernimmt. Aus diesem Grund wird das
entsprechende Gen um11777 als itp1 (itaconate transport protein) bezeichnet.
GFP-Um05079 lokalisierte an Zellkompartimenten, die durch Kolokalisierung mit Mitotracker
Rhodamine B als Mitochondrien identifiziert werden konnten (Abbildung 2.5b). Das Protein
befand sich dabei nicht komplett im oder am Mitochondrium, sondern konzentrierte sich an
18
2 Ergebnisse










GFPDIC Mitotracker Rhod B merge
b
a
Abbildung 2.5: Intrazelluläre Lokalisierung der an der Itaconsäure-Biosynthese beteiligten Proteine
in U. maydis.
a Gezeigt ist die intrazelluläre Lokalisierung der vier in die Itaconsäure-Biosynthese involvierten Proteine in
U. maydis. Um05076 und Um11778 lokalisieren im Cytoplasma, sowie im Zellkern. Das potentielle Itaconat-
Exportprotein Um11777 (Itp1) lokalisiert an der Plasmamembran. b Durch Färbung der Mitochondrien mit
Mitotracker Rhodamine B konnte gezeigt werden, dass Um05079 (Ctp1) konzentriert an bestimmten Stellen
von Mitochondrien lokalisiert.
Die beobachtete Lokalisierung an den Mitochondrien entspricht der Annotation von um05079,
da es sich bei Um05079 vermutlich um einen mitochondrialen Tricarboxylat-Transporter handelt.
Um die Funktionalität der GFP-Fusionsproteine zu testen, wurde die Itaconsäure-Produktion
der entsprechenden Stämme analysiert (Daten nicht gezeigt). Dabei konnte festgestellt werden,
dass GFP-05076 die Deletion von um05076 zumindest teilweise komplementieren kann. Somit
kann davon ausgegangen werden, dass die beobachtete Lokalisierung des Proteins im Cytoplasma
korrekt ist. Für die übrigen Fusionsproteine konnte nicht gezeigt werden, dass diese funktionell
sind. Dies liegt vermutlich daran, dass das GFP die Faltung des Proteins beeinflusst.
Die hier beobachteten Lokalisierungen der beiden essentiellen Proteine Um05076 und Um11778
deuten darauf hin, dass die Itaconsäure-Biosynthese in U. maydis im Cytoplasma stattfindet,
wie es auch schon für A. terreus beschrieben (Jaklitsch et al., 1991) wurde.
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2.1.5 Expression des Itaconsäure-Genclusters aus U. maydis in Saccharomyces
cerevisiae
Aus der Deletionsanalyse ging hervor, dass um05076 und um11778 für Enzyme kodieren, die
für die Itaconsäureproduktion in U. maydis essentiell sind (Abbildung 2.2). Um zu analysieren,
ob diese beiden Gene auch ausreichend sind, um Itaconsäure zu synthetisieren, wurden diese
in dem heterologen Wirt S. cerevisiae exprimiert. Da um11778, im Gegensatz zu um05076, ein
Intron enthält, wurde dieses zunächst durch einen PCR-Ansatz entfernt. Anschließend wurden
die ORFs von um05076 und um11778 unter die Kontrolle des Galaktose-induzierbaren GAL4-
Promotors gebracht und im Hefestamm ESM356 exprimiert. Die Bäckerhefe S. cerevisiae eignet
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Abbildung 2.6: Expression der U. maydis Itaconsäure-Biosynthese Enzyme in S. cerevisiae.
a Um05076 (Tad1) und Um11778 (Adi1) lokalisieren in S. cerevisiae ebenfalls im Cytoplasma und im Kern.
b Die alleinige Expression von um05076 (tad1 ) und um11778 (adi1 ) hat keine Itaconsäure-Produktion in S.
cerevisiae zur Folge. Wurden die beiden Gene jedoch koexprimiert, konnte Itaconsäure im Überstand detektiert
werden. Die Messdaten wurden von E. Geiser (Geiser, 2014) erstellt.
Wurden die Hefestämme, in denen nur eines der beiden Gene exprimiert wurde, in Galaktose-
haltigem Medium inkubiert, konnte nach 48 Stunden keine Itaconsäure im Überstand der
Kultur detektiert werden (Abbildung 2.6a). Beide GFP-Fusionsproteine lokalisierten auch in
S. cerevisiae sowohl im Cytoplasma als auch im Nukleus (Abbildung 2.6b). Durch diese Lo-
kalisierungstudie, sowie durch Western-Blot Analyse, konnte gezeigt werden, dass die Proteine
stabil in S. cerevisiae exprimiert werden und dies nicht der Grund für die fehlende Itaconsäure-
Produktion war. Wurden die beiden Gene um05076 (Tad1) und um11778 (Adi1) in S. cerevisiae
koexprimiert, konnte eine signifikante Itaconsäure-Produktion, wenn auch nur in vergleichswei-
se geringen Mengen, beobachtet werden. In diesem Experiment konnte somit gezeigt werden,
dass die beiden Gene um05076 (Tad1) und um11778 (Adi1) ausreichend sind, um Itaconsäure
auch in einem anderen Organismus zu synthetisieren. Außerdem wird damit auch deutlich, dass
die Ausgangsverbindung für die Itaconat-Biosynthese Teil des normalen Stoffwechsels sein muss.
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2.1.6 Das Gen um05076 kodiert für eine trans-Aconitat-Decarboxylase
Da die Proteine Um05076 und Um11778 sowohl notwendig als auch ausreichend für die Itaconat-
Biosynthese in U. maydis sind, sollte biochemisch charakterisiert werden, welche Reaktion diese
beiden Enzyme katalysieren. Dazu wurden GST-Fusionsproteine heterolog in E. coli exprimiert






























Abbildung 2.7: Katalytische Aktivität von Um05076 (Tad1).
a Gezeigt ist eine Zusammenfassung der HPLC-Chromatogramme nach Inkubation von Um05076 (Tad1) mit
trans-Aconitat (tA) als Substrat. Tad1 ist in der Lage, die vollständige Umwandlung von trans-Aconitat zu
Itaconat (Ita) zu katalysieren. b cis-Aconitat (cA) kann als mögliches Substrat für Tad1 ausgeschlossen werden,
da Tad1 nur den geringen, im cis-Aconitat natürlicherweise vorhandenen, trans-Anteil zu Itaconat umwandeln
kann. c Schematische Darstellung der katalytischen Aktivität von Tad1. Tad1 katalysiert die Decarboxylierung
von trans-Aconitat zu Itaconat.
Das gereinigte GST-Um05076 wurde anschließend mit verschiedenen potentiellen Substraten
inkubiert und das entstandene Produkt über die HPLC analysiert. Als Substrat wurden die
Intermediate des Zitronensäure-Zyklus Citrat, Isocitrat und cis-Aconitat eingesetzt. Außerdem
wurde noch trans-Aconitat getestet. Dabei zeigte sich, dass nur trans-Aconitat von Um05076
als Substrat genutzt und zu Itaconat umgewandelt werden konnte (Abbildung 2.7a). Interessan-
terweise wurde für cis-Aconitat beobachtet, dass nur der geringe, im cis-Aconitat natürlich
vorhandene, trans-Anteil von Um05076 zu Itaconat umgewandelt werden konnte (Abbildung
2.7b). Für alle anderen zugegebenen Substrate konnte keine Reaktion beobachtet werden (Daten
nicht gezeigt). Zusammenfassend ergibt sich, dass Um05076 die Decarboxylierung von trans-
Aconitat zu Itaconat katalysiert (Abbildung 2.7c).
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Daher wird Um05076 im Folgenden als trans-Aconitat-Decarboxylase (Tad1) und das entspre-
chende Gen um05076 als tad1 bezeichnet.
2.1.7 Das Gen um11778 kodiert für eine Aconitat-∆-Isomerase und katalysiert
den ersten Schritt der Itaconsäure-Biosynthese in U. maydis
Da trans-Aconitat ein sehr ungewöhnliches Substrat darstellt, das natürlicherweise nicht in der




























Abbildung 2.8: Katalytische Aktivität von Um11778 (Adi1).
a Gezeigt ist eine Zusammenfassung der HPLC-Chromatogramme nach Inkubation von Um11778 (Adi1) mit
cis- (cA) und trans-Aconitat (tA) als Substrat. Adi1 ist in der Lage beide Substrate zu nutzen und durch
Isomerisierung das chemische Gleichgewicht einzustellen, welches deutlich auf der Seite des trans-Aconitats
liegt. b Schematische Darstellung der katalytischen Aktivität von Adi1. Adi1 katalysiert die Isomerisierung
von Aconitat in beide Richtungen.
Wie bereits beschrieben, gehört Um11778 zur PrpF-Familie, deren Mitglieder unter anderem
cis-trans-Isomerisierungen katalysieren (Grimek and Escalante-Semerena, 2004; Garvey et al.,
2007). Aus diesem Grund wurde das gereinigte Protein mit cis- und trans-Aconitat als Substrat
inkubiert und die Produkte erneut per HPLC analysiert. Die Analyse zeigte, dass Um11778 in der
Lage ist, sowohl cis- als auch trans-Aconitat zu isomerisieren, wobei ein chemisches Gleichgewicht
entsteht, welches mit 12:88 deutlich auf der Seite des trans-Aconitats liegt (Abbildung 2.8).
Aufgrund dieses Ergebnisses kann festgestellt werden, dass um11778 für eine Isomerase kodiert,
die cis-Aconitat in trans-Aconitat umwandelt. Daher wird Um11778 im Folgenden als Aconitat-
∆-Isomerase (Adi1) und das entsprechende Gen um11778 als adi1 bezeichnet.
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2.1.8 In vitro Itaconsäure-Biosynthese durch Adi1 und Tad1
Um zu überprüfen, ob die Biosynthese von Itaconat mit Hilfe der Enzyme Adi1 und Tad1
auch in vitro katalysiert werden kann, wurden die gereinigten Enzyme mit cis-Aconitat als
Ausgangssubstrat inkubiert. Nach 15 minütiger Inkubationszeit konnte bereits eine vollständige
Umsetzung von cis-Aconitat zu Itaconat beobachtet werden (Abbildung 2.9). Demnach konnte
der Itaconsäure-Biosyntheseweg von U. maydis auch in vitro nachvollzogen werden. Da beide
Enzyme im Cytosol lokalisieren, deuten diese Ergebnisse auch darauf hin, dass der mitochon-
drielle Transporter Um05079 den Export von cis-Aconitat aus den Mitochondrien katalysiert.
Aus diesem Grund wird Um05079 im Folgenden als Ctp1 (cis-aconitate transport protein) und
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Abbildung 2.9: Itaconsäure-Biosynthese durch Adi1 und Tad1 in vitro.
a Gezeigt ist eine Zusammenfassung der HPLC-Chromatogramme nach Inkubation von Adi1 und Tad1 mit
trans-Aconitat (tA) als Substrat. b Gezeigt ist eine Zusammenfassung der HPLC-Chromatogramme nach In-
kubation von Adi1 und Tad1 mit cis-Aconitat (cA) als Substrat.cis-Aconitat wurde durch die katalytische
Aktivität der beiden Enzyme vollständig zu Itaconat (Ita) umgewandelt. c Schematische Darstellung des
Itaconsäure-Biosyntheseweges in U. maydis. Adi1 katalysiert die Isomerisierung von cis-Aconitat zu trans-
Aconitat (tA). Trans-Aconitat dient dann als Substrat für Tad1, welche die irreversible Decarboxylierung zu
Itaconat katalysiert.
2.1.9 Die Überexpression von Ctp1 und Ria1 führt zu einer erhöhten
Itaconsäure-Produktion
Die Charakterisierung des Itaconsäure-Genclusters erlaubt es nun, die Itaconat-Produktion
durch Überexpression der beteiligten Enzyme zu steigern. Dazu wurden Stämme hergestellt,
in denen die einzelnen Gene unter die Kontrolle des konstitutiven Promotors Petef gebracht
wurden. Anschließend wurden die Konstrukte in den ip-Locus des Wildtypstammes MB215 in-




Die Analyse ergab, dass insbesondere die Überexpression des mitochondrialen Transporters
Ctp1 und des Transkriptionsfaktors Ria1 zu einer deutlichen Steigerung der Itaconsäure-
Produktion um etwa 100% führte. Die alleinige Überexpression des Exportproteins Itp1 führte
zu keiner offensichtlichen Änderung der Produktionsrate, während die Überexpression der Ring-
spaltenden Dioxygenase Rdo1, der trans-Aconitat-Decarboxylase Tad1, sowie der Aconitat-
Isomerase Adi1 zu einer leichten Reduktion des Itaconsäure-Levels führte. Die Überexpression
der P450-Monooxygenase Cyp3 führte zu einer relativ starken Reduktion der Rate auf nur
etwa 25% des Wildtyplevels. Dies war überraschend, denn Cyp3 konnte bisher keine Rolle in
der Itaconsäure-Biosynthese von U. maydis zugewiesen werden. Die Kultivierungen, sowie die
quantitativen Bestimmungen der Itaconsäure wurden von Elena Geiser (AG Blank, RWTH
Aachen) durchgeführt (Geiser, 2014).
Abbildung 2.10: Überexpression des Itaconsäure-Genclusters.
a Gezeigt ist die genomische Anordnung der Gene des potentiellen Itaconsäure-Genclusters in U. maydis. b
Die Überexpression von Ria1 und Ctp1 durch den konstitutiven etef -Promotor führt zu einer 100% höheren
Produktionsrate. Überraschenderweise führt eine Überexpression der Monooxygenase Cyp3 zu einer starken
Reduktion der Itaconsäure-Produktion, während die Überexpression der anderen Gene nur eine geringe Aus-
wirkung hat.
2.1.10 Modell des Itaconsäure-Biosyntheseweges in U. maydis
Die vorliegenden Daten erlaubten eine biochemische Charakterisierung des Biosyntheseweges für
Itaconsäure in U. maydis und wurden zu einem Modell zusammengeführt. Das im Citrat-Zyklus
gebildete Intermediat cis-Aconitat wird vermutlich durch den mitochondrialen Transporter
Ctp1 aus den Mitochondrien ins Cytoplasma transportiert. Der Transportmechanismus wurde
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bisher noch nicht charakterisiert, könnte jedoch zum Beispiel Ähnlichkeit zu dem Mechanismus
der verwandten Citrat-Malat-Antiporter haben.
Dies würde bedeuten, dass cis-Aconitat im Austausch gegen Malat ins Cytoplasma exportiert
wird und hätte den Vorteil, dass es gleichzeitig zu einer Auffüllung des Citrat-Zyklus kommen
würde.
Im Cytoplasma dient cis-Aconitat als Substrat der Aconitat-∆-Isomerase Adi1, die die Iso-
merisierung zu trans-Aconitat katalysiert. Das entstandene trans-Aconitat wird dann im Cy-
toplasma von Tad1 durch Decarboxylierung zu Itaconat umgewandelt. Schließlich wird das
Itaconat vermutlich durch das Exportprotein Itp1 (Um11777) aus der Zelle transportiert. Auch
der Transportmechanismus von Itp1 (Um11777), das zur Familie der Major Facilitator (MFS)
gehört, ist bisher noch nicht charakterisiert. MFS-Proteine gehören zu den sekundär-aktiven
Transportern, die den Transport von Zuckern und Metaboliten über Uniport, Symport oder
Antiport katalysieren können (Pao et al., 1998; Law et al., 2009).
Abbildung 2.11: Modell des Itaconsäure-Biosyntheseweges in U. maydis.
Dargestellt ist der Itaconsäure-Biosyntheseweg in U. maydis. Cis-Aconitat wird vermutlich durch den Transpor-
ter Ctp1 aus den Mitochondrien ins Cytosol transportiert, wo es durch Adi1 zu trans-Aconitat isomerisiert wird.
Dieses dient als Substrat für Tad1, die die Decarboxylierung zu Itaconat katalysiert. Itaconat wird schließlich
vermutlich durch Itp1 aus der Zelle exportiert.
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2.2 Charakterisierung einer weiteren Aconitat-∆-Isomerase
2.2.1 Adi2 hat eine hohe Ähnlichkeit zu Adi1 und ist in einem potentiellen
Gencluster organisiert
Bei der Suche nach PrpF-ähnlichen Proteinen im Genom von U. maydis wurden, neben Adi1,
noch zwei weitere Proteine identifiziert, die eine hohe Ähnlichkeit zu dieser Familie haben
(siehe Abschnitt 2.1.1). Die nähere Betrachtung der genomischen Umgebung ergab, dass eines
dieser beiden Proteine, Um02807, ebenfalls in einem Gencluster organisiert sein könnte. Dieser
liegt im Telomerbereich von Chromosom 6 und ist, im Gegensatz zum Itaconsäure-Gencluster,
auch in nah verwandten Pilzen wie Sporisorium reilianum zu finden. Der potentielle Genclus-
ter von um02807 ist im Vergleich zum Itaconsäure-Gencluster deutlich kleiner, jedoch gibt es
einige Gemeinsamkeiten (Abbildung 2.12). Ebenso wie im Itaconsäure-Gencluster ist ein Trans-
portprotein der MFS-Familie (um10608 ), ein mitochondrieller Transporter (um02806 ), das
PrpF-ähnliche Protein (um02807 ), sowie ein möglicherweise Pathway-spezifischer Transkrip-
tionsfaktor (um02808 ) mit Ähnlichkeit zu einem Stickstoff-Assimilations-Faktor vorhanden.
Der größte Unterschied zwischen den beiden Clustern besteht im Fehlen des Tad1-ähnlichen
Proteins, das kritisch für die Itaconsäure-Produktion ist. Dies weist auf eine andere Funktion
des potentiellen Gencluster von Um02807 hin, die im Folgenden näher charakterisiert wird.
Abbildung 2.12: Der potentielle Adi2-Gencluster.
Gezeigt ist die genomische Anordnung der Gene des potentiellen Adi2-Genclusters im Vergleich zum
Itaconsäure-Gencluster in U. maydis. Neben adi2 (um02807 ) enthält dieser möglicherweise noch ein Gen für
einen Transporter (um10608 ) mit Ähnlichkeit zu Quinatpermeasen, ein Gen für einen mitochondrialen Trans-
porter (um02806 ), sowie ein Gen für einen transkriptionellen Regulator (um02808 ). Die Prozentzahlen geben
die Identität des Proteins zum jeweiligen Protein im Itaconsäure-Gencluster an (BLAST).
2.2.2 Die Überexpression von adi2 kann den Phänotyp von ∆adi1 retten
Um einen Hinweis auf die Funktion von Um02807 zu bekommen, wurde eine genauere Gegen-
überstellung der Aminosäuresequenzen von Um02807 und Adi1 durchgeführt (Abbildung 2.13).
Dabei konnte festgestellt werden, dass Um02807 genau wie Adi1 eine PrpF-Domäne besitzt,
die sich in hohem Maße ähneln. Daraus ergibt sich die Vermutung, dass es sich bei Um02807
ebenfalls um eine Aconitat-∆-Isomerase handeln könnte.
Während die Deletion von adi1 in U. maydis zu einem Verlust der Itaconsäure-Produktion
führte, hatte die Deletion von um02807 keinen Effekt.
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Abbildung 2.13: Vergleich der Aminosäuresequenz von Adi1 (Um11778) und Adi2 (Um02807).
Dargestellt ist ein direkter Vergleich der Aminosäuresequenzen von Adi1 und Um02807. Um02807 besitzt genau
wie Adi1 auch eine PrpF-Domäne, deren Sequenzen sich stark ähneln.
Um zu überprüfen, ob Um02807 in der Lage ist, die Funktion von Adi1 als cis-trans-Isomerase
für Aconitat im Itaconat Biosyntheseweg in vivo zu ersetzen, wurde um02807 in der adi1 -
Deletionsmutante unter der Kontrolle des konstitutiven Promotors etef überexprimiert (Abbil-
dung 2.14). Dieses Experiment wurde auch für die restlichen Gene der beiden Cluster durch-
geführt, die eine entsprechende Ähnlichkeit zueinander hatten. Dabei wurde beobachtet, dass
die Überexpression von um02807 zu einer Wiederherstellung der Itaconsäure-Produktion in der
∆adi1 -Mutante führte. Somit ist Um02807 in der Lage, die Funktion von Adi1 zu übernehmen.
Es kann daher angenommen werden, dass es sich bei Um02807 ebenfalls um eine Aconitat-∆-
Isomerase handelt. Daher wird Um02807 im Folgenden als Adi2 und das entsprechende Gen als
adi2 bezeichnet. Interessanterweise, konnten die anderen Gene des Adi2-Genclusters die ent-
sprechenden Funktionen der Itaconat-Biosynthesegene jedoch nicht ersetzen.
2.2.3 Adi2 ist eine Aconitat-∆-Isomerase
Im vorhergehenden Abschnitt konnte bereits gezeigt werden, dass Adi2 in der Lage ist, die Funk-
tion von Adi1 in vivo bei der Itaconsäure-Biosynthese zu ersetzen. Um nun auch die enzyma-
tische Aktivität biochemisch zu charakterisieren, wurde Adi2 als GST-Fusionsprotein heterolog
in E. coli exprimiert. Anschließend wurde das gereinigte Protein mit cis- bzw. trans-Aconitat
inkubiert und die Produkte mittels HPLC analysiert.
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Abbildung 2.14: Um02807 kann Adi1 in vivo funktionell ersetzen
Dargestellt ist die relative Itaconat-Produktion der Itaconat-Deletionsstämme, sowie der Deletionsstämme, in
denen die entsprechenden Gene des zweiten Genclusters unter der Kontrolle des etef -Promotors exprimiert
wurden. Dabei wurde festgestellt, dass um02807 den Effekt der Deletion von Adi1 vollständig aufheben kann,
während die Expression der anderen Gene keine Veränderung des jeweiligen Phänotyps zur Folge hatte.
Die Analyse zeigte, dass Um02807 genau wie Adi1 in der Lage ist, sowohl cis- als auch trans-
Aconitat zu isomerisieren, wobei ein chemisches Gleichgewicht entsteht, das deutlich auf der
Seite des trans-Aconitats liegt (Abbildung 2.15a,b). Damit konnte auch für Um02807 eine enzy-
matische Aktivität als cis-trans-Isomerase für Aconitat gezeigt werden.
Im vorhergehenden Kapitel wurde auch bereits gezeigt, dass Adi1 und Tad1 gemeinsam in der
Lage sind, cis-Aconitat in vitro in Itaconat umzuwandeln. Um zu überprüfen, ob diese in vitro-
Synthese auch mit Adi2 durchführbar ist, wurde dieses Experiment wiederholt und Adi1 durch
Adi2 ersetzt. Nach 15 minütiger Inkubationszeit konnte auch in dieser Kombination eine voll-
ständige Umsetzung von cis-Aconitat zu Itaconat beobachtet werden (Abbildung 2.15b). Dies
bedeutet, dass Adi2 die Funktion von Adi1 auch bei der in vitro Itaconat-Biosynthese ersetzen
kann.
2.2.4 Der Adi2-Gencluster wird für die Verstoffwechselung von cis-und
trans-Aconitat benötigt
Gencluster können nicht nur eine Rolle bei der Synthese von Metaboliten spielen, sondern auch
beim Abbau bzw. bei der Verstoffwechselung von verschiedenen Molekülen. Um die Funktion
des Adi2-Genclusters zu charakterisieren, wurden Wachstumstests auf Agarose in Verbindung
mit verschiedenen Substraten durchgeführt. Da Adi2 bereits als cis-trans-Isomerase für Aconitat
identifiziert werden konnte, wurde für den Test cis- bzw. trans-Aconitat als mögliches Substrat
ausgewählt. Um weiterhin zu testen, ob Aconitat als Kohlenstoffquelle genutzt wird oder toxisch
auf U. maydis wirkt, wurde das jeweilige Substrat auf Agaroseplatten mit und ohne Glukose in
Kombination mit einer Stickstoffquelle verwendet (Abbildung 2.16).
Hierbei wurde festgestellt, dass U. maydis in der Lage ist, auf Agarose sowohl cis- als auch



































Abbildung 2.15: Adi2 ist eine Aconitat-∆-Isomerase
a Gezeigt ist eine Zusammenfassung der HPLC-Chromatogramme nach Inkubation von Adi2 mit trans-
Aconitat. Adi2 ist in der Lage dieses Substrat zu isomerisieren. b Ausserdem ist Adi2 auch in der Lage, die
Isomerisierung von cis-Aconitat zu katalysieren. Nach Inkubation von cis-Aconitat mit Adi2 und Tad1 wurde
dieses durch die katalytische Aktivität der beiden Enzyme vollständig zu Itaconat umgewandelt. c Schematische
Darstellung der enzymatischen Aktivität von Adi2. Auch Adi2 katalysiert die Isomerisierung von cis-Aconitat
zu trans-Aconitat in beide Richtungen.
dass das Wachstum durch Deletion der Transporter Um10608 (Mfs2) und Um02806 (Ctp2) bzw.
des Transkriptionsfaktors Um02808 (Tf2) und auch der Aconitat-∆-Isomerase Um02807 (Adi2)
sowohl auf cis- als auch auf trans-Aconitat als einziger Kohlenstoffquelle stark beeinträchtigt
wurde (Abbildung 2.16). Außerdem konnte beobachtet werden, dass die Deletion von adi2 bereits
in Kombination mit Glukose zu einem verminderten Wachstum führte. Dies bedeutet, dass
trans-Aconitat eine toxische Wirkung auf U. maydis hat, sobald Adi2 nicht mehr vorhanden
ist. Die anderen Deletions-Stämme sind dagegen scheinbar nicht mehr in der Lage, Aconitat
als Kohlenstoffquelle zu nutzen. Aufgrund dieser Ergebnisse kann vermutet werden, dass der

























Abbildung 2.16: Die Gene des Adi2-Genclusters werden für das Wachstum auf cis-und trans-
Aconitat benötigt
Gezeigt ist ein Wachstumstest der Deletionsmutanten des Adi2-Genclusters auf cis- (a) und trans-Aconitat
(b). Während der Wildtyp sowohl auf cis- als auch auf trans-Aconitat wachsen kann, sind alle Einzel-
Deletionsmutanten stark in ihrem Wachstum beeinträchtigt. In allen Platten ist 0,2% Ammoniumsulfat als
Stickstoffquelle enthalten.
2.2.5 Die Überexpression des Transkriptionsfaktors führt zu einem reduzierten
Wachstum auf cis-Aconitat
Im vorhergehenden Experiment konnte bereits gezeigt werden, dass die Deletion von Genen des
potentiellen Adi2-Clusters zu einer Beeinträchtigung des Wachstums auf Aconitat als Kohlen-
stoffquelle führt.
Um nun zu überprüfen, ob die Überexpression der entsprechenden Gene ebenfalls einen Effekt
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Abbildung 2.17: Die Überexpression des Transkriptionsfaktors führt zu einem reduzierten Wachs-
tum auf cis-Aconitat
Gezeigt ist ein Wachstumstest der Überexpressionsstämme auf cis- (a) und trans-Aconitat (b). Auf cis-Aconitat
kann dabei reduziertes Wachstum in Folge der Überexpression von Um02808 (Tf2) festgestellt werden, während
auf trans-Aconitat kein Phänotyp vorliegt. Alle anderen Überxpressionsstämme zeigen normales Wachstum. In
allen Platten ist 0,2% Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle enthalten.
Dabei zeigte sich, dass die Überexpression des Transkriptionsfaktors (um02808 ) auf cis-
Aconitat einen Wachstumsdefekt aufweist, der auf trans-Aconitat jedoch nicht beobachtet wer-
den konnte 2.17). Die anderen Stämme zeigten auf beiden Substraten Wildtyp-ähnliches Wachs-
tum. Da in Kombination mit Glukose kein Phänotyp beobachtet werden konnte, handelt es
sich hierbei vermutlich nicht um eine toxische Wirkung des cis-Aconitats auf den Überexpressi-
onsstamm. Aus welchem Grund die Überexpression des transkriptionellen Regulators zu einem
verminderten Wachstum nur auf cis-Aconitat, jedoch nicht auf trans-Aconitat führt, konnte
bisher nicht geklärt werden.
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2.2.6 Der potentielle Adi2-Gencluster ist für die pathogene Entwicklung von
U. maydis nicht essentiell
Durch die Auswertung von in der GEO-database verfügbaren Microarray-Daten konnte fest-
gestellt werden, dass der Adi2-Gencluster während der biotrophen Phase von U. maydis stark
exprimiert wird. Um zu testen, ob die Gene dieses potentiellen Genclusters eine Rolle in der
pathogenen Entwicklung von U. maydis spielen, wurden Deletionsmutanten im Stamm SG200
erzeugt und Pathogenitätstests durchgeführt.
Abbildung 2.18: Der Adi2-Gencluster hat keine essentielle Funktion während der pathogenen Ent-
wicklung von U. maydis.
a Gezeigt ist das filamentöse Wachstum der Deletionsmutanten auf aktivkohlehaltigem Medium. Es konnte kein
Defekt beobachtet werden. b Übersicht des Infektionsverhaltens der Deletionsmutanten. Da kein Unterschied
zu den Symptomen des Wildtypstammes SG200 festgestellt werden konnte, sind die Gene des potentiellen
Genclusters nicht essentiell für die pathogene Entwicklung von U. maydis.
Bei diesem Experiment wurde festgestellt, dass die Gene des Adi2-Clusters nicht für die pa-
thogene Entwicklung von U. maydis essentiell sind, da sich die gezählten Symptome der De-
letionsmutanten nicht von denen des Wildtypstammes unterschieden (Abbildung 2.18b). Auch
bei einem zusätzlich durchgeführten Test auf aktivkohlehaltigem Medium konnte für die Deleti-




Die Deletion der Gene hat damit auch keinen Einfluss auf das filamentöse Wachstum von
U. maydis.
In diesem Teil der Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass Adi2 in einem Gencluster organi-
siert ist, der zwar für die Verstoffwechselung von cis- und trans-Aconitat essentiell ist, für die
pathogene Entwicklung von U. maydis jedoch keine Rolle spielt.
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3.1 Biochemische Charakterisierung des
Itaconsäure-Biosyntheseweges in U. maydis
3.1.1 Die Itaconat-Synthese in U. maydis erfolgt in zwei Schritten
In dieser Arbeit konnte der Biosyntheseweg der ungesättigten Dicarbonsäure Itaconsäure in
U. maydis vollständig aufgeklärt werden. Die Synthese von Itaconat erfolgt in zwei Schrit-
ten ausgehend von cis-Aconitat aus dem Zitratzyklus. Der erste Schritt wird dabei von der
Aconitat-∆-Isomerase Adi1 (Um11778) katalysiert, die die Umwandlung von cis-Aconitat zu
trans-Aconitat vermittelt. Die trans-Aconitat-Decarboxylase Tad1 (Um05076) katalysiert dann
den zweiten Schritt der Decarboxylierung von trans-Aconitat zu Itaconat.
Die Aconitat-∆-Isomerase Adi1 gehört zur Familie der PrpF-Proteine, die in den Methyl-
citratzyklus propionatabbauender Mikroorganismen involviert sind (Grimek and Escalante-
Semerena, 2004). Während in den meisten Bakterien die Umwandlung von 2-Methylcitrat zu
2-Methylaconitat durch eine Methylcitrat-Dehydratase der PrpD-Familie erfolgt, wird diese
Reaktion in manchen Bakterien durch zwei Enzyme, AcnD und PrpF, katalysiert. Das AcnD-
Protein übernimmt dabei die Funktion der Aconitase, während das PrpF-Protein als Isomerase
fungiert, die in der Lage ist, eine cis-trans-Isomerisierung von Methylaconitat zu katalysieren
(Garvey et al., 2007). Eine ähnliche Funktion für ein Protein der PrpF-Familie wurde auch
in Eubacterium barkeri beschrieben. Dort vermittelt es die reversible Konversion von (R)-
3-Methylitaconat zu 2,3-Methylmaleat im Nicotinat-Abbauweg, die durch Verschiebung der
Doppelbindung erreicht wird (Velarde et al., 2009).
Carbanion
Abbildung 3.1: Hypothetischer Reaktionsmechanismus der Aconitat-∆-Isomerase Adi1 aus
U. maydis
Dargestellt ist ein hypothetischer Reaktionsmechanismus von Adi1. Adi1 könnte, wie von Klinman und Rose
für die Aconitat-Isomerase aus P. putida postuliert, die allylische Umstrukturierung von Aconitat über ein
transientes Carbanion katalysieren. Abbildung verändert übernommen aus (Garvey et al., 2007).
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Für Aconitat-cis-trans-Isomerasen wurden bereits verschiedene Reaktionsmechanismen disku-
tiert. So konnten Klinman und Rose 1971 für eine Aconitat-cis-trans-Isomerase in Pseudomonas
putida zeigen, dass dort die Isomerisierung über eine Verschiebung der Doppelbindung erfolgt
(Klinman and Rose, 1971). Dieser Reaktionsmechanismus wurde auch für Mii aus E. barkeri
vermutet (Velarde et al., 2009).
Auf der Sequenzebene weist U. maydis Adi1 die größte Ähnlichkeit zur Oxalo-Mesaconat-
Tautomerase GalD aus P. putida auf, die die Keto-Enol Tautomerisierung von Oxalo-Mesaconat
im Abbauweg der Gallussäure katalysiert (Nogales et al., 2011). Der Reaktionsmechanismus von
Keto-Enol Tautomerasen erfolgt mit Hilfe einer Proton-Abstraktion, die zu einem mesomerie-
stabilisierten Enolat-Ion führt. Durch die erneute Anlagerung des Protons am Sauerstoffatom
der Carbonyl-Gruppe wird dann die Verschiebung der Doppelbindung erreicht.
Aufgrund der Ähnlichkeiten sowohl zur Aconitat-Isomerase aus P. putida als auch zu GalD
kann man vermuten, dass Adi1 die Isomerisierung von cis-Aconitat zu trans-Aconitat im
Itaconat-Biosyntheseweg von U. maydis durch allylische Umstrukturierung über ein transientes
Carbanion katalysiert (Abbildung 3.1).
Die biochemische Charakterisierung der Enzymaktivität von Adi1 zeigte, dass das Gleichgewicht
der katalysierten Reaktion stark auf der Seite von trans-Aconitat liegt (88%). Dies wurde in
ähnlicher Weise für Aconitat-Isomerasen bereits 1948 durch Ambler und Roberts beobachtet und
liegt daran, dass sich die beiden Carboxylgruppen in trans-Stellung weniger behindern (Ambler
and Roberts, 1948). Unter Bedingungen, die die Produktion von Itaconsäure und damit auch die
Expression von Adi1 induzieren, stellt diese Verteilung einen Vorteil für die Itaconat-Produktion
in U. maydis dar, da cis-Aconitat auch von der Aconitase genutzt wird, während trans-Aconitat
kein Substrat für dieses Enzym ist und sogar als Inhibitor gilt (Thompson et al., 1990).
Das zweite Enzym im Itaconat-Biosyntheseweg von U. maydis Tad1 hat große Ähnlichkeit
zur prokaryotischen 3-Carboxy-cis,cis-Muconat-Cycloisomerase (CMLE), die im Abbauweg von
aromatischen Verbindungen die Lactonisierung von 3-Carboxy-cis,cis-Muconat katalysiert (Orn-
ston and Stanier, 1966b,a). Diese Reaktion erfolgt über eine anti-1,2-Additions-Eliminierung,
































Abbildung 3.2: Hypothetischer Reaktionsmechanismus der trans-Aconitat-Decarboxylase Tad1 aus
U. maydis
Dargestellt ist ein hypothetischer Reaktionsmechanismus von Tad1. Aufgrund der Ähnlichkeit zu Fumarasen
vom Typ II könnte Tad1 die Decarboxylierung von trans-Aconitat über eine anti-1,2-Additions-Eliminierung
katalysieren. Dabei wird durch Addition eines Protons ein transientes Carbo-Kation erzeugt, anschließend
erfolgt die Eliminierung der Carboxylgruppe.
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Ein potentieller Reaktionsmechanismus für Tad1 in U. maydis wäre daher die Decarboxy-
lierung von trans-Aconitat durch Addition eines Protons an das 4. C-Atom unter der Bildung
eines transienten Carbo-Kations (Abbildung 3.2). Im Anschluss daran erfolgt die Eliminierung
einer Carboxylgruppe. Dieser hypothetische Reaktionsmechanismus könnte über die Zugabe von
deuterierten Substraten und anschließender NMR-Spektroskopie oder durch Auflösung der Kris-
tallstruktur von Tad1 überprüft werden. Außerdem sollte die pH-Abhängigkeit der potentiellen
Reaktion von Tad1 überprüft werden, da der hier vorgeschlagene Mechanismus mit Bildung
eines Carbo-Kations in saurer Umgebung begünstigt wird.
Interessanterweise wurde durch Stammbaum-Analysen festgestellt, dass es auch einige wenige
Bakterien gibt, in denen sowohl ein Gen für ein Protein der PrpF-Familie, als auch für eine
CMLE vorhanden sind (Daten nicht gezeigt). Im phytopathogenen Bakterium Dickeya dadantii
sind diese Gene vermutlich sogar in einem Operon organisiert. Dies deutet darauf hin, dass
CMLE-ähnliche Proteine vermutlich auch in Bakterien als trans-Aconitat-Decarboxylase fungie-
ren können. Möglicherweise ist somit auch Dickeya dadantii in der Lage Itaconat zu produzieren.
3.1.2 Die Gene für die Itaconsäure Biosynthese sind in einem Gencluster
organisiert
Die für die Itaconat-Produktion in U. maydis verantwortlichen Gene sind in einem Gencluster
organisiert, der alle für den Biosyntheseweg benötigten Gene, sowie einen spezifischen Transkrip-
tionsfaktor enthält. Neben den Genen für die beiden Enzyme Adi1 und Tad1 sind auch Gene für
einen mitochondriellen Transporter und einen Plasmamembran-Transporter vorhanden. Zusätz-
lich finden sich links des Genclusters noch zwei weitere Gene, cyp3 und rdo1, die während der
pathogenen Entwicklung von U. maydis gemeinsam mit den anderen Genen reguliert werden,
aber keine Funktion in der Itaconsäure-Biosynthese haben (Abbildung 2.4).
In A. terreus, der für die industrielle Produktion von Itaconat genutzt wird (Willke and Vorlop,
2001), sind die Gene des Itaconat-Biosyntheseweges ebenfalls in einem Gencluster angeordnet,
welcher dem von U. maydis sehr ähnlich ist. Auch hier sind Gene für einen mitochondriellen
(mttA) und einen Plasmamembran-Transporter (mfsA), sowie für das Hauptenzym cis-Aconitat-
Decarboxylase (cadA) vorhanden, die jedoch auf Proteinebene nur geringe Ähnlichkeit zu den
U. maydis Proteinen zeigen (Abbildung 3.3).
Während in A. terreus die Biosynthese der Itaconsäure durch ein einziges Enzym (CadA)
katalysiert wird, werden in U. maydis zwei enzymatische Aktivitäten benötigt. In beiden Or-
ganismen sind die Enzyme vermutlich bakteriellen Ursprungs, wobei CadA zur PrpD und Adi1
zur PrpF-Familie gehört. Propionatabbauende Mikroorganismen besitzen jedoch entweder PrpD-
oder AcnD und PrpF-Aktivität. Daraus lässt sich ableiten, dass die entsprechenden Gene nicht
aus demselben Bakterium übernommen wurden und die beiden Biosynthesewege für Itaconat
somit unabhängig voneinander entstanden sind.
In Pseudozyma hubeiensis, der sehr nah mit U. maydis verwandt ist, konnte anhand einer Ge-
nomanalyse ein tad1 -ähnliches Gen identifiziert werden.
Bei genauerer Betrachtung der genomischen Umgebung, wurde festgestellt, dass neben einem
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Gen für Tad1, auch die Gene für Adi1, Itp1, sowie für einen Transkriptionsfaktor vorhanden
sind (Abbildung 3.3). Außerdem sind auch Gene für eine P450-Monooxygenase und eine Ring-
spaltende Dioxygenase vorhanden, während das Gen für den mitochondriellen Transporter hier
jedoch nicht identifiziert werden konnte. Zwischen den jeweiligen in U. maydis und P. hubeien-
sis vorhandenen Proteinen besteht eine sehr hohe Ähnlichkeit. Außerdem sind in P. hubeiensis
beide für die Itaconat-Biosynthese kritischen Enzyme vorhanden. Zwar fehlt in diesem Organis-
mus der mitochondrielle Transporter, es wurde für U. maydis aber in der vorliegenden Arbeit
gezeigt, dass dieser für die Itaconat-Produktion nicht essentiell ist. Daher kann davon ausgegan-
gen werden, dass P. hubeiensis ebenfalls in der Lage ist, Itaconsäure zu produzieren.
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Abbildung 3.3: Vergleich der Itaconsäure-Gencluster aus A. terreus, U. maydis und P. hubeiensis
Dargestellt ist die genomische Anordnung der Gene des Itaconsäure-Genclusters in A. terreus im direkten
Vergleich zu dem entsprechenden Gencluster in U. maydis und P. hubeiensis. Die Sequenzhomologie auf Ami-
nosäurenebene ist in Klammern angegeben (ClustalW).
Charakteristisch für Sekundärmetabolit-Gencluster ist häufig eine gemeinsame Regulation der
darin organisierten Gene durch einen spezifischen Transkriptionsfakor (Keller et al., 2005). So
wird der Itaconsäure-Gencluster in A. terreus vermutlich auch durch einen Transkriptionsfaktor
reguliert, der in direkter Nachbarschaft zu den Genen des Biosyntheseweges liegt (Abbildung
3.3) (Li et al., 2011). Dies wurde für diesen Organismus bisher jedoch noch nicht nachgewiesen.
Im Gegensatz dazu konnte in dieser Arbeit bereits gezeigt werden, dass der Transkriptionsfak-
tor Ria1 die Itaconsäure-Biosynthese in U. maydis spezifisch reguliert (Vergleich Abbildung 2.3).
Die Expressions-Analyse des Deletionsstammes von ria1 zeigte, dass cyp3 und rdo1 vermutlich
nicht von Ria1 reguliert werden und somit nicht direkt zum Itaconsäure Biosynthese-Gencluster
gehören. Überraschenderweise zeigte sich auch, dass Tad1 trotz der Deletion von ria1 immer
noch relativ stark exprimiert wird, was auf einen zweiten Regulator hindeutet.
37
3 Diskussion
Dadurch kann der ursprünglich angenommene Gencluster in zwei Teile geteilt werden, die sich
bei Tad1 überschneiden.
3.1.3 Die Überexpression von Cyp3 führt zu einer Reduktion der
Itaconsäure-Produktion
Während in Deletionsstämmen für adi1 -, tad1 - und ria1 keine Itaconsäure-Produktion mehr
nachgewiesen werden konnte, führte das Fehlen des Plasmamembran-Transporters und des
mitochondriellen Transporters nur zu einer Reduktion der gebildeten Menge an Itaconsäure
(Abbildung 2.2). Die Überexpression des für den Itaconat-Gencluster spezifischen Transkrip-
tionsfaktors Ria1, sowie des mitochondriellen Transporters Ctp1 führte dagegen zu einer Ver-
dopplung der Produktionsrate. Auch in Aspergillus terreus konnte gezeigt werden, dass eine
Überexpression des mitochondrialen Transporters MttA zu einer Steigerung der Itaconsäure-
Produktion führt (van der Straat et al., 2014). Demnach ist vermutlich der Transport von
cis-Aconitat aus den Mitochondrien ins Zytoplasma in beiden Organismen ein limitierender
Schritt des Itaconsäure-Biosyntheseweges.
Abbildung 3.4: Hypothetischer Syntheseweg von Itaconat zu Itatartarat (ITT) in Ustilago cynodon-
tis
Dargestellt ist ein möglicher Syntheseweg von Itaconat zu Itatartarat (ITT) in Ustilago cynodontis. Die ersten
Schritte, die zu 2-Hydroxyparaconat führen, sind hypothetisch. Für die Synthese von Itatartarat aus 2-HP wird
vermutlich eine Lactonase benötigt. Verändert übernommen aus (Guevarra and Tabuchi, 1990a).
Die Deletion von cyp3 und rdo1 hatte keinen signifikanten Effekt auf die Produktionsrate.
Überraschenderweise führte jedoch die Überexpression der P450 Monooxygenase Cyp3, der ei-
gentlich keine Rolle in der Itaconat-Biosynthese zugeordnet wurde, zu einer Verminderung des
Itaconsäure-Levels.
In Aspergillus terreus wurden neben der Itaconsäure auch andere organische Säuren wie 2-
Hydroxyparaconat (2-HP) und Itatartarat (ITT) im Kulturüberstand identifiziert (Jakubowska
J, Metodiewa D, 1974; Jakubowska J, 1974). Die Produktion dieser Substanzen wurde auch
für Ustilago-Spezies schon gezeigt (Stodola et al., 1945; Guevarra and Tabuchi, 1990a). Inter-
essanterweise wurde die Itaconsäure-Konzentration in diesen Kultivierungen mit der Dauer der
Inkubation geringer, während die Konzentration von 2-HP zunahm. Daraus wurde ein Biosyn-
theseweg abgeleitet, in dem die Itaconsäure in zwei Schritten über 2-HP zu ITT verstoffwechselt























































Abbildung 3.5: Die Überexpression von cyp3 führt in U. maydis zur Produktion einer noch unbe-
kannten Substanz
Gezeigt ist die Itaconsäure-Produktion der jeweiligen Stämme im Vergleich zur Produktion von vermutlich
2-Hydroxyparaconat. Während durch Überexpression von cyp3 das Itaconsäure-Level reduziert wurde, konn-
te ein Anstieg der Substanz im Medium beobachtet werden. In der Deletionsmutante für cyp3 konnte diese
Verbindung nicht detektiert werden (mAU= milli-arbitrary units).
In den HPLC-Messungen dieser Arbeit wurde in den Itaconat-produzierenden Kulturen eine
Substanz detektiert, die ähnliche Elutionseigenschaften wie 2-HP hat (E. Geiser, persönliche
Mitteilung). Interessanterweise nimmt die Konzentration dieser Substanz zu, wenn cyp3 über-
exprimiert wird, während sie im Überstand einer cyp3 -Deletionsmutante nicht detektierbar ist
(Abbildung 3.5). Es stehen jedoch weder für 2-HP noch für ITT geeignete Standards zur Verfü-
gung, um eine nähere Charakterisierung dieser Substanz vorzunehmen.
Wie bereits im vorherigen Kapitel erwähnt, ergaben Untersuchungen der Transkriptlevel, dass
die trans-Aconitat-Decarboxylase Tad1 vermutlich noch durch mindestens einen zweiten Tran-
skriptionsfaktor reguliert wird. Dies deutet auf eine weitere Funktion von Tad1 hin, die unab-
hängig von der Itaconat-Biosynthese ist.
Tad1 hat hohe Ähnlichkeit zur prokaryotischen CMLE, die die Lactonisierung von 3-Carboxy-
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cis,cis-Muconat im Aromaten-Abbauweg von Mikroorganismen katalysiert. Eine erste Hypo-
these wäre hier daher eine Rolle in einem Itaconat-Abbauweg, der über die Lactonisierung von
Itaconat durch Tad1 zu Paraconat und die anschließende Hydroxylierung durch Cyp3 zu 2-
Hydroxyparaconat führt (Vergleich 3.4). Diese enzymatische Aktivität für Tad1 konnte bisher
jedoch nicht gezeigt werden. Auch ein auf Itaconat durchgeführter Wachstumstest ergab keinen
weiteren Hinweis auf die Rolle von Cyp3 oder Tad1 in einem möglichen Abbauweg, da kein
Phänotyp beobachtet werden konnte (Daten nicht gezeigt). Interessanterweise ist jedoch auch in
A. terreus und in P. hubeiensis ein Gen für eine P450-Monooxygenase in direkter Nachbarschaft
zum Itaconsäure-Gencluster lokalisiert, was auf eine mögliche Konservierung dieses potentiellen
Abbauweges hindeutet.
Der Abbau von Itaconat ist bereits aus humanpathogenen Bakterien bekannt, die von Ma-
krophagen produziertes Itaconat abbauen. Die Makrophagen bilden Itaconat zur Abwehr von
Bakterien, da es die Isocitrat-Lyase inhibiert, die für das Wachstum bakterieller Zellen essentiell
ist (Strelko et al., 2011; Michelucci et al., 2013). In Yersinia pestis und Pseudomonas aeruginosa
konnten bereits Gene identifiziert werden, die für Enzyme eines Itaconat-Abbauweges kodieren.
Hier handelt es sich jedoch um Enzyme wie eine Itaconat-CoA-Hydratase, eine Itaconat-CoA-
Transferase und eine S-citramalyl-CoA-Lyase, die Itaconat zu Pyruvat bzw. Acetyl-CoA degra-
dieren (Sasikaran et al., 2014). Ein Verlust dieses Abbauweges führt dabei zu einer Reduzierung
der Pathogenität dieser Bakterien.
3.2 Charakterisierung des Adi2-Genclusters
3.2.1 Der Adi2-Gencluster ist für die Verstoffwechselung von cis- und
trans-Aconitat essentiell
Durch bioinformatische Untersuchungen konnten neben Adi1 noch zwei weitere Proteine in
U. maydis identifiziert werden, die eine Ähnlichkeit zu bakteriellen PrpF-Proteinen haben.
Während es sich bei um06058 vermutlich um ein einzelnes Gen handelt, ist um02807 in einem
kleinen Gencluster auf Chromosom 6 organisiert. Dieser Gencluster hat eine gewisse Ähnlichkeit
zum Itaconat-Gencluster, da er neben adi2 auch Gene für einen Plasmamembrantransporter
und einen mitochondrialen Transporter enthält. Der Adi2-Gencluster kann aber, im Gegensatz
zum Itaconat-Gencluster, auch in verwandten Pilzen wie Sporisorium reilianum oder Pseudo-
zyma antarctica gefunden werden.
Im Verlauf der vorliegenden Arbeit konnte Um02807 ebenfalls als Aconitat-∆-Isomerase Adi2
identifiziert werden, die die Funktion von Adi1 sowohl in vivo als auch in vitro uneingeschränkt
übernehmen kann. Für Um06058 konnte eine solche enzymatische Aktivität nicht gezeigt werden
(Daten nicht gezeigt). Im adi1 -Deletionsstamm ist keine Itaconat-Produktion detektierbar, je-
doch kann der Phänotyp durch Überexpression von Adi2 aufgehoben werden (Abbildung 2.14).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass adi2 unter Itaconat-Produktionsbedingungen nicht
exprimiert wird.
In Wachstumstests, in denen cis- bzw. trans-Aconitat als Substrat verwendet wurde, wurde
beobachtet, dass der potentielle Adi2-Gencluster, für die Verstoffwechselung von Aconitat es-
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sentiell ist. Bereits 1961 konnte gezeigt werden, dass fluoreszierende Pseudomonas-Spezies, die
trans-Aconitat als alleinige Kohlenstoffquelle nutzen können, eine Aconitat-Isomerase besitzen
(Rhagavendra Rao and Altekar, 1961).
Die Wachstumstests zeigten, dass eine Deletion von adi2 bereits auf trans-Aconitat mit Glukose
zu einer starken Beeinträchtigung des Wachstums führt, was auf eine toxische Wirkung von
trans-Aconitat auf U. maydis hindeutet. Bisher konnte jedoch noch keine toxische Wirkung
von trans-Aconitat auf Mikroorganismen nachgewiesen werden (Watanabe et al., 1997), obwohl
trans-Aconitat ein effektiver Inhibitor der Aconitase (Lauble et al., 1994), sowie der Fumarase
ist (Rebholz and Northrop, 1994). Es gibt außerdem Studien, dass trans-Aconitat z.B. in Gras
ein effizienter Antifraßstoff gegen braune Heuschrecken ist (Kim et al., 1976). Auch ist bekannt,
dass eine Akkumulation von mehr als 1% trans-Aconitat im Futtermittel bei Wiederkäuern das
sogenannte Weidefieber auslöst, welches oft tödlich endet (Bohman et al., 1969).
Trans-Aconitat ist in großen Mengen in Pflanzenmaterial vorhanden (MacLennan and Beevers,
1964; Burau and Stout, 1965), insbesondere auch in Maispflanzen. Die Deletion der einzelnen
Gene des Adi2-Genclusters in SG200 hatte aber keinen Effekt auf die pathogene Entwicklung
von U. maydis, obwohl die Auswertung von Microarray-Daten ergab, dass der potentielle Adi2-
Gencluster vor allem im Tumorgewebe hochreguliert ist. Es ist daher davon auszugehen, dass
die Konzentration an trans-Aconitat im pflanzlichen Gewebe zu gering ist, um die Deletionsmu-
tanten zu beeinträchtigen.
Zusammengefasst deuten die Daten außerdem darauf hin, dass die Fähigkeit, trans-Aconitat
zu verstoffwechseln zwar von Vorteil, aber für die pathogene Entwicklung von U. maydis nicht
essentiell ist, weil vermutlich noch andere Kohlenstoffquellen in der Pflanze zur Verfügung stehen.
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4.1 Bakterien- und Hefestämme
4.1.1 E.coli-Stämme
Für Klonierungen wurde der Stamm Top10 (Invitrogen) verwendet.
Stamm Genotyp Referenz




Top10 F− mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) ϕ80lacZ∆M15
∆lacX74 recA1 araD139 ∆(ara-leu)7697 galU galK




ESM356 MATa, ura3-52, leu2∆1, his3∆200,
trp1∆63
(Pereira et al., 2001)
4.1.3 Ustilago maydis-Stämme
Stamm Genotyp Resistenz Referenz
MB215 a2 b13 / Laborsammlung
SG200 a1 mfa2 bW2/bE1 Phleomycin (Kämper et al., 2006)
MB215 ∆um11778 a2 b13 Hygromycin Laborsammlung
MB215 ∆um02807 a2 b13 Hygromycin Laborsammlung
MB215 ∆um06058 a2 b13 Hygromycin Laborsammlung
MB215 ∆um11778 Petef::GFP-
Um11778
a2 b13 Hygromycin, Cbx Laborsammlung
42
4 Material und Methoden




pGEX4T-1 Amp GE Healthcare
pRS426 Amp, Ura3 (S. cerevisiae) (Sikorski and Hieter, 1989)
pETEF-GFP-Ala6-
MMXN
Amp, Cbx (U. maydis) Laborsammlung
pCRG-GFP-Ala6-MXN Amp, Cbx (U. maydis) Laborsammlung
pMF-1H Amp, Hyg (U. maydis) (Brachmann et al., 2004)
pMF-1N Amp, Nat (U. maydis) (Brachmann et al., 2004)
pET15b Amp EMD Millipore
pGREG503 Amp, His (S. cerevisiae) (Jansen et al., 2005)
pGREG504 Amp, Trp (S. cerevisiae) (Jansen et al., 2005)
pGREG505 Amp, Leu (S. cerevisiae) (Jansen et al., 2005)
pGREG506 Amp, Ura (S. cerevisiae) (Jansen et al., 2005)
pGREG576 Amp, Ura (S. cerevisiae) (Jansen et al., 2005)
4.3 In dieser Arbeit erstellte Stämme
4.3.1 Ustilago maydis-Stämme
Stamm Genutze Plasmide Resistenz Ausgangsstamm
MB215 ∆um05074 pRS426-05074-Hyg HygR MB215
MB215 ∆um12299 pRS426-12299-Hyg HygR MB215
MB215 ∆um05076 pRS426-05076-Hyg HygR MB215
MB215 ∆um11777 pRS426-11777-Hyg HygR MB215
MB215 ∆um05079 pRS426-05079-Hyg HygR MB215
MB215 ∆um05080 pRS426-05080-Hyg HygR MB215
MB215 ∆um10608 pRS426-10608-Hyg HygR MB215
MB215 ∆um02806 pRS426-02806-Hyg HygR MB215
MB215 ∆um02808 pRS426-02808-Hyg HygR MB215
MB215 ∆um02807∆um11778 pRS426-11778-Nat HygR, NatR MB215 ∆um02807
SG200 ∆um05074 pRS426-05074-Hyg PhleoR, HygR SG200
SG200 ∆um12299 pRS426-12299-Hyg PhleoR, HygR SG200
SG200 ∆um05076 pRS426-05076-Hyg PhleoR, HygR SG200
SG200 ∆um11777 pRS426-11777-Hyg PhleoR, HygR SG200
SG200 ∆um11778 pRS426-11778-Hyg PhleoR, HygR SG200
SG200 ∆um05079 pRS426-05079-Hyg PhleoR, HygR SG200
SG200 ∆um05080 pRS426-05080-Hyg PhleoR, HygR SG200
SG200 ∆um10608 pRS426-10608-Hyg PhleoR, HygR SG200
SG200 ∆um02806 pRS426-02806-Hyg PhleoR, HygR SG200
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Stamm Genutze Plasmide Resistenz Ausgangsstamm
SG200 ∆um02807 pRS426-02807-Hyg PhleoR, HygR SG200
SG200 ∆um02808 pRS426-02808-Hyg PhleoR, HygR SG200
MB215 ∆um05076 Petef::GFP-05076 pETEF-GFP-05076 HygR, CbxR MB215 ∆um05076
MB215 ∆um11777 Petef::GFP-11777 pETEF-GFP-11777 HygR, CbxR MB215 ∆um11777
MB215 ∆um05079 Petef::GFP-05079 pETEF-GFP-05079 HygR, CbxR MB215 ∆um05079
MB215 ∆um10608 Petef::10608-GFP pETEF-10608-GFP HygR, CbxR MB215 ∆um10608
MB215 ∆um02806 Petef::02806-GFP pETEF-02806-GFP HygR, CbxR MB215 ∆um02806
MB215 ∆um02807 Petef::GFP-02807 pETEF-GFP-02807 HygR, CbxR MB215 ∆um02807
MB215 Petef::05074 pETEF-05074 CbxR MB215
MB215 Petef::12299 pETEF-12299 CbxR MB215
MB215 Petef::05076 pETEF-05076 CbxR MB215
MB215 Petef::11778 pETEF-11778 CbxR MB215
MB215 Petef::05079 pETEF-05079 CbxR MB215
MB215 Petef::05080 pETEF-05080 CbxR MB215
MB215 ∆um05074 Petef::05074 pETEF-05074 HygR, CbxR MB215 ∆um05074
MB215 ∆um12299 Petef::12299 pETEF-12299 HygR, CbxR MB215 ∆um12299
MB215 ∆um05076 Petef::05076 pETEF-05076 HygR, CbxR MB215 ∆um05076
MB215 ∆um11777 Petef::11777 pETEF-11777 HygR, CbxR MB215 ∆um11777
MB215 ∆um11778 Petef::11778 pETEF-11778 HygR, CbxR MB215 ∆um11778
MB215 ∆um05079 Petef::05079 pETEF-05079 HygR, CbxR MB215 ∆um05079
MB215 ∆um05080 Petef::05080 pETEF-05080 HygR, CbxR MB215 ∆um05080
MB215 ∆um05074 P05074::05074 p05074-05074-Cbx HygR, CbxR MB215 ∆um05074
MB215 ∆um12299 P12299::12299 p12299-12299-Cbx HygR, CbxR MB215 ∆um12299
MB215 ∆um05076 P05076::05076 p05076-05076-Cbx HygR, CbxR MB215 ∆um05076
MB215 ∆um11777 P11777::11777 p11777-11777-Cbx HygR, CbxR MB215 ∆um11777
MB215 ∆um11778 P11778::11778 p11778-11778-Cbx HygR, CbxR MB215 ∆um11778
MB215 ∆um05079 P05079::05079 p05079-05079-Cbx HygR, CbxR MB215 ∆um05079
MB215 ∆um05080 P05080::05080 p05080-05080-Cbx HygR, CbxR MB215 ∆um05080
MB215 ∆um11778 Petef::02807 pETEF-02807 HygR, CbxR MB215 ∆um11778
MB215 ∆um11777 Petef::10608 pETEF-10608 HygR, CbxR MB215 ∆um11777
MB215 ∆um05079 Petef::02806 pETEF-02806 HygR, CbxR MB215 ∆um05079
MB215 ∆um05080 Petef::02808 pETEF-02808 HygR, CbxR MB215 ∆um05080
MB215 ∆um02808 Petef::05080 pETEF-05080 HygR, CbxR MB215 ∆um02808
MB215 Pcrg::05080 pCRG-05080 CbxR MB215
4.3.2 Saccharomyces cerevisiae-Stämme
Stamm Genutze Plasmide Resistenz
ESM356 Pgal::um05076 pGREG503-um05076 His+
ESM356 Pgal::um11778 pGREG506-um11778 Ura+
ESM356 Pgal::um05079 pGREG504-um05079 Trp+
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4.3.3 Plasmide für die Transformation von U. maydis
pRS426-05076-Hyg
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Deletionsmutante von um05076 (tad1 ). Hierbei




MG83 LF 05076 fwd gtaacgccagggttttcccagtcacgacgaatattacatacgt-
gatgccaatacatttcc
MG84 LF 05076 rev gcggccgcaattgtcacgccatggtggccatctaggc-
cactggatcgacgtaaaagccagccgg
Primer rechte Flanke:
MG85 RF 05076 fwd gcgaagctgtgcggccgcattaataggcctgagtggcc-
tacgtgtaccttgttggcctccctcg
MG86 RF 05076 rev gcggataacaatttcacacaggaaacagcaatattgactttta-
cacgcgcctcggc
Amplifikation der linken Flanke erfolgte mit den Primern MG83 und MG84, der rechten Flanke
mit den Primer MG85 und MG86. Klonierung der Flanken zusammen mit der Hyg-Kassette aus
pMF1-h in pRS426 per Hefe Drag and Drop-System. Ausschneiden des Konstruktes mit SspI
und Transformation von U. maydis Protoplasten.
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pRS426-11777-Hyg
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Deletionsmutante von um11777 (itp1 ). Hierbei




MG87 LF 11777 fwd gtaacgccagggttttcccagtcacgacgaatattccccatttt-
cacgtttgttac
MG88 LF 11777 rev gcggccgcaattgtcacgccatggtggccatctaggccttc-
gacttggtggatactgcggc
Primer rechte Flanke:
MG89 RF 11777 fwd gcgaagctgtgcggccgcattaataggcctgagtggcctagca-
gagacgatggccaccttggagg
MG90 RF 11777 rev cgcagacaaggaagcgtcgtacaatattgctgtttcctgtgt-
gaaattgttatccgc
Amplifikation der linken Flanke erfolgte mit den Primern MG87 und MG88, der rechten Flanke
mit den Primern MG89 und MG90. Klonierung der Flanken zusammen mit der Hyg-Kassette
aus pMF1-h in pRS426 per Hefe Drag and Drop-System. Ausschneiden des Konstruktes mitSspI
und Transformation von U. maydis Protoplasten.
pRS426-05079-Hyg
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Deletionsmutante von um05079 (ctp1 ). Hierbei




MG91 LF 05079 fwd gtaacgccagggttttcccagtcacgacgaatatttcgatcgag-
catccgagcggcg
MG92 LF 05079 rev gcggccgcaattgtcacgccatggtggccatctaggc-
cggtggatgacgaatctcaagagcg
Primer rechte Flanke:
MG93 RF 05079 fwd gcgaagctgtgcggccgcattaataggcctgagtggcct-
tagctgtgccccctcgcgtgtttcc
MG94 RF 05079 rev (3´SspI) rev gcggataacaatttcacacaggaaacagcaatattctgctc-
cagcaggcgtgcgacg
Amplifikation der linken Flanke erfolgte mit den Primern MG91 und MG92, der rechten Flanke
mit den Primern MG93 und MG94. Klonierung der Flanken zusammen mit der Hyg-Kassette
aus pMF1-h in pRS426 per Hefe Drag and Drop-System. Ausschneiden des Konstruktes mitSspI
und Transformation von U. maydis Protoplasten.
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pRS426-05080-Hyg
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Deletionsmutante von um05080 (ria1 ). Hierbei




MG95 LF 05080 fwd gtaacgccagggttttcccagtcacgacgaatattgttgactg-
cggactgcggactgc
MG96 LF 05080 rev gcggccgcaattgtcacgccatggtggccatctaggccgttgg-
caggacgctcgtcgtcgc
Primer rechte Flanke:
MG97 RF 05080 fwd gcgaagctgtgcggccgcattaataggcctgagtggcccgtgt-
caagtcgaatccgtgattctc
MG98 RF 05080 rev gcggataacaatttcacacaggaaacagcaatattgtccaactc-
gagcaactaccttgccgg
Amplifikation der linken Flanke erfolgte mit den Primern MG95 und MG96, der rechten Flanke
mit den Primern MG97 und MG98. Klonierung der Flanken zusammen mit der Hyg-Kassette
aus pMF1-h in pRS426 per Hefe Drag and Drop-System. Ausschneiden des Konstruktes mitSspI
und Transformation von U. maydis Protoplasten.
pRS426-05074-Hyg
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Deletionsmutante von um05074 (cyp3 ). Hierbei




MG340 LF 05074 fwd gtaacgccagggttttccccagtcacgacgaatattccacc-
cgcttggcagctccagttgg
MG341 LF 05074 rev ccgcaattgtcacgccatggtggccatctaggcctgcgacata-
caaca
Primer rechte Flanke:
MG342 RF 05074 fwd gcgccgcgaagctgtgcggccgcattaataggcctgagtggcct-
cgcctcgcctctccgctcgctg
MG342 RF 05074 rev gcggataacaatttcacacaggaaacagcaatattccgcaacg-
cagtcgtaacacgatcttg
Amplifikation der linken Flanke erfolgte mit den Primern MG340 und MG341, der rechten Flanke
mit den Primern MG342 und MG343. Klonierung der Flanken zusammen mit der Hyg-Kassette
aus pMF1-h in pRS426 per Hefe Drag and Drop-System. Ausschneiden des Konstruktes mitSspI
und Transformation von U. maydis Protoplasten.
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pRS426-12299-Hyg
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Deletionsmutante von um12299 (rdo1 ). Hierbei




MG344 LF 12299 fwd gtaacgccagggttttcccagtcacgacgaatattgatgctgc-
gatctccgggcag
MG345 LF 12299 rev cgagtgcggccgcaattgtcacgccatggtggccatctaggc-
cgtgtggtggtctgtgaatcaagtcgtg
Primer rechte Flanke:
MG346 RF 12299 fwd ccgcgaagctgtgcggccgcattaataggcctgagtggc-
cacgctccaacaaatctcctgagttcagc
MG347 RF 12299 rev gcggataacaatttcacacaggaaacagcaatattgcgtggca-
cacggaacacgaccgc
Amplifikation der linken Flanke erfolgte mit den Primern MG344 und MG345, der rechten Flanke
mit den Primern MG346 und MG347. Klonierung der Flanken zusammen mit der Hyg-Kassette
aus pMF1-h in pRS426 per Hefe Drag and Drop-System. Ausschneiden des Konstruktes mitSspI
und Transformation von U. maydis Protoplasten.
pRS426-10608-Hyg
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Deletionsmutante von um10608. Hierbei wurde der
gesamte offene Leserahmen von um10608 gegen eine Hygromycin-Resistenzkassette ersetzt.
Konstruktion
Primer linke Flanke:
41 LF fwd 10608 gtaacgccagggttttcccagtcacgacgaatattgaggacac-
gactctcgtggccgccgcc
42 LF rev 10608 cgagtgcggccgcaattgtcacgccatggtggccatctaggc-
cggttgcagcctttgttgttctaggagtgg
Primer rechte Flanke:
43 RF fwd 10608 ccgcgaagctgtgcggccgcattaataggcctgagtggc-
cagcacacaagctcgcattcacgaatc
44 RF rev 10608 gcggataacaatttcacacaggaaacagcaatattcgag-
gaaggtgtctccttgacgtgc
Amplifikation der linken Flanke erfolgte mit den Primern 41 und 42, der rechten Flanke mit
den Primern 43 und 44. Klonierung der Flanken zusammen mit der Hyg-Kassette aus pMF1-h
in pRS426 per Hefe Drag and Drop-System. Ausschneiden des Konstruktes mitSspI und Trans-
formation von U. maydis Protoplasten.
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pRS426-02806-Hyg
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Deletionsmutante von um02806. Hierbei wurde der
gesamte offene Leserahmen von um02806 gegen eine Hygromycin-Resistenzkassette ersetzt.
Konstruktion
Primer linke Flanke:
MG332 LF fwd 02806 gtaacgccagggttttcccagtcacgacgaatattggtcgaaag-
cctttggcgaaagggg
MG333 LF rev 02806 gagtgcggccgcaattgtcacgccatggtggccatctaggccgg-
cgaatcgtggttcttgggac
Primer rechte Flanke:
MG334 RF fwd 02806 gccgcgaagctgtgcggccgcattaataggcctgagtggccgg-
gaactatctacttgtcacacgc
MG335 RF rev 02806 gcggataacaatttcacacaggaaacagcaatattgatgagac-
cctgcgcggaaacg
Amplifikation der linken Flanke erfolgte mit den Primern MG332 und MG332, der rechten Flanke
mit den Primern MG334 und MG335. Klonierung der Flanken zusammen mit der Hyg-Kassette
aus pMF1-h in pRS426 per Hefe Drag and Drop-System. Ausschneiden des Konstruktes mitSspI
und Transformation von U. maydis Protoplasten.
pRS426-02808-Hyg
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Deletionsmutante von um02808. Hierbei wurde der
gesamte offene Leserahmen von um02808 gegen eine Hygromycin-Resistenzkassette ersetzt.
Konstruktion
Primer linke Flanke:
49 LF fwd 02808 gtaacgccagggttttcccagtcacgacgaatattaccgtgc-
gaagggagcgacg
50 LF rev 02808 gcggataacaatttcacacaggaaacagcaatattgaaggttg-
cccaccgaatcacgatc
Primer rechte Flanke:
51 RF fwd 02808 gagtgcggccgcaattgtcacgccatggtggccatctaggccgg-
ccggtgacgcacaccggtcg
52 RF rev 02808 cgccgcgaagctgtgcggccgcattaattaggcctgagtggcc-
cggtaccaacacaaactgcgcttcagc
Amplifikation der linken Flanke erfolgte mit den Primern 49 und 50, der rechten Flanke mit
den Primern 51 und 52. Klonierung der Flanken zusammen mit der Hyg-Kassette aus pMF1-h
in pRS426 per Hefe Drag and Drop-System. Ausschneiden des Konstruktes mitSspI und Trans-
formation von U. maydis Protoplasten.
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pRS426-11778-Nat
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Deletionsmutante von um11778 (adi1 ). Hierbei




45 LF fwd 11778 gtaacgccagggttttcccagtcacgacgaataataacttgc-
gaagcttcggcgactagaggc
46 LF rev 11778 aggtgcggccgcaattgtcacgccatggtggccatctaggc-
cggtgagctgggtcgagtcaagaccgac
Primer rechte Flanke:
47 RF fwd 11778 gcaagctgtaggagtgcggccgcattaataggcctgagtgg-
ccttgctgtaatagaaacccacacccacag
48 RF rev 11778 gcggataacaatttcacacaggaaacagcaatattcggttccg-
gctcttggtcagatcg
Amplifikation der linken Flanke erfolgte mit den Primern 45 und 46, der rechten Flanke mit
den Primern 47 und 48. Klonierung der Flanken zusammen mit der Hyg-Kassette aus pMF1-n
in pRS426 per Hefe Drag and Drop-System. Ausschneiden des Konstruktes mitSspI und Trans-
formation von U. maydis Protoplasten.
pETEF-um05074-Cbx
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Überexpression von um05074 (cyp3 ).
Konstruktion
1 05074 fwd XmaI gtacccgggatgaacacgaccaaactactcggtaccg
2 05074 rev NotI ctagcggccgcctattgtttgtgagcacgggggaaag
Der ORF wurde mit dem Primerpaar 1 und 2 amplifiziert. Das Fragment wurde mit XmaI und
NotI geschnitten und in pETEF-GFP-Ala6-MXN-Cbx kloniert. Transformation der U. maydis
Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit SspI linearisierten Konstrukt. Integration erfolgte über
homologe Rekombination in den Sdh2-Locus (ip-Locus).
pETEF-um12299-Cbx
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Überexpression von um12299 (rdo1 ).
Konstruktion
3 12299 fwd XmaI gtacccgggatgaacacgaccaaactactcggtaccg
4 12299 rev NotI ctagcggccgcctattgtttgtgagcacgggggaaag
Der ORF wurde mit dem Primerpaar 3 und 4 amplifiziert. Das Fragment wurde mit XmaI und
NotI geschnitten und in pETEF-GFP-Ala6-MXN-Cbx kloniert. Transformation der U. maydis
Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit SspI linearisierten Konstrukt. Integration erfolgte über
homologe Rekombination in den Sdh2-Locus (ip-Locus).
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pETEF-um05076-Cbx
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Überexpression von um05076 (tad1 ).
Konstruktion
5 05076 fwd BamHI gtcggatccatggcacctgcactcaacgcaaaccctacc
MG210 05076 rev NotI cgggcggccgctcaggccgacgatgggcgagacagc
Der ORF wurde mit dem Primerpaar 5 und MG210 amplifiziert. Das Fragment wurde mit
BamH I und NotI geschnitten und in pETEF-GFP-Ala6-MXN-Cbx kloniert. Transformation der
U. maydis Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit SspI linearisierten Konstrukt. Integration
erfolgte über homologe Rekombination in den Sdh2-Locus (ip-Locus).
pETEF-um11777-Cbx
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Überexpression von um11777 (itp1 ).
Konstruktion
6 11777 fwd BamHI gtcggatccatggaccaagccgatcattccggcg
MG223 11777 rev NotI cgggcggccgctcacgagtgtttgcgagctgcccac
Der ORF wurde mit dem Primerpaar 6 und MG223 amplifiziert. Das Fragment wurde mit
BamH I und NotI geschnitten und in pETEF-GFP-Ala6-MXN-Cbx kloniert. Transformation der
U. maydis Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit SspI linearisierten Konstrukt. Integration
erfolgte über homologe Rekombination in den Sdh2-Locus (ip-Locus).
pETEF-um11778-Cbx
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Überexpression von um11778 (adi1 ).
Konstruktion
7 5´11778 BamHI ggtcggatccatgttgcatccgatcgataccacc
8 3´11778 NotI cgggcggccgcctaagagaggctgcggtcggatgc
Der ORF wurde mit dem Primerpaar 7 und 8 amplifiziert. Das Fragment wurde mit BamH I und
NotI geschnitten und in pETEF-GFP-Ala6-MXN-Cbx kloniert. Transformation der U. maydis
Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit SspI linearisierten Konstrukt. Integration erfolgte über
homologe Rekombination in den Sdh2-Locus (ip-Locus).
pETEF-um05079-Cbx
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Überexpression von um05079 (ctp1 ).
Konstruktion
9 5´05079 BamHI gtcggatccatgccgccgtctggccgtaaagtgtcg
MG208 3´05079 NotI cgggcggccgcctacgactcgggacctgctaggagccag
Der ORF wurde mit dem Primerpaar 9 und MG208 amplifiziert. Das Fragment wurde mit
BamH I und NotI geschnitten und in pETEF-GFP-Ala6-MXN-Cbx kloniert. Transformation der
U. maydis Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit SspI linearisierten Konstrukt. Integration
erfolgte über homologe Rekombination in den Sdh2-Locus (ip-Locus).
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pETEF-um05080-Cbx
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Überexpression von um05080 (ria1 ).
Konstruktion
10 5´05080 BamHI atcggatccatgcgctttgcagggatgagttgcg
11 3´05080 NotI tcagcggccgcttatcggtgacgtttcttggacctgg
Der ORF wurde mit dem Primerpaar 10 und 11 amplifiziert. Das Fragment wurde mit
BamH I und NotI geschnitten und in pETEF-GFP-Ala6-MXN-Cbx kloniert. Transformation der
U. maydis Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit SspI linearisierten Konstrukt. Integration
erfolgte über homologe Rekombination in den Sdh2-Locus (ip-Locus).
pCRG-um05080-Cbx
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer induzierbaren Überexpression von um05080 (ria1 ).
Konstruktion
10 5´05080 BamHI atcggatccatgcgctttgcagggatgagttgcg
11 3´05080 NotI tcagcggccgcttatcggtgacgtttcttggacctgg
Der ORF wurde mit dem Primerpaar 10 und 11 amplifiziert. Das Fragment wurde mit
BamH I und NotI geschnitten und in pCRG-GFP-Ala6-MXN-Cbx kloniert. Transformation der
U. maydis Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit SspI linearisierten Konstrukt. Integration
erfolgte über homologe Rekombination in den Sdh2-Locus (ip-Locus).
pETEF-um10608-Cbx
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Überexpression von um10608.
Konstruktion
37 10608 NotI rev cgggcggccgcctacgatcgagtctcgagcctgagc
38 10608 XmaI fwd tcccccgggatgggcccaacagcaggatccggtaag
Der ORF wurde mit dem Primerpaar 37 und 38 amplifiziert. Das Fragment wurde mit XmaI und
NotI geschnitten und in pETEF-GFP-Ala6-MXN-Cbx kloniert. Transformation der U. maydis
Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit SspI linearisierten Konstrukt. Integration erfolgte über
homologe Rekombination in den Sdh2-Locus (ip-Locus).
pETEF-um02806-Cbx
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Überexpression von um02806.
Konstruktion
35 02806 NotI rev cgggcggccgcctaagcaactgtggtcgggttgagc
36 02806 BamHI fwd acgggatccatgtcgacaacagagaaacgaatc
Der ORF wurde mit dem Primerpaar 35 und 36 amplifiziert. Das Fragment wurde mit
BamH I und NotI geschnitten und in pETEF-GFP-Ala6-MXN-Cbx kloniert. Transformation der
U. maydis Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit SspI linearisierten Konstrukt. Integration
erfolgte über homologe Rekombination in den Sdh2-Locus (ip-Locus).
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pETEF-um02807-Cbx
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Überexpression von um02807.
Konstruktion
55 02807 BamHI fwd ggatccatgttgctccagcctacctcgagc
MG271 02807 NotI rev cgggcggccgcctactggctaggcgagaggtaatac
Der ORF wurde mit dem Primerpaar 55 und MG271 amplifiziert. Das Fragment wurde mit
BamH I und NotI geschnitten und in pETEF-GFP-Ala6-MXN-Cbx kloniert. Transformation der
U. maydis Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit SspI linearisierten Konstrukt. Integration
erfolgte über homologe Rekombination in den Sdh2-Locus (ip-Locus).
pETEF-um02808-Cbx
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Überexpression von um02808.
Konstruktion
33 02808 fwd NcoI atcccatggatgaggtggaaacaagtacacgctgtacc
34 02808 rev NotI tgcgcggccgctcatagcgagagggcagagggtgcatc
Der ORF wurde mit dem Primerpaar 33 und 34 amplifiziert. Das Fragment wurde mit NcoI und
NotI geschnitten und in pETEF-GFP-Ala6-MXN-Cbx kloniert. Transformation der U. maydis
Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit SspI linearisierten Konstrukt. Integration erfolgte über
homologe Rekombination in den Sdh2-Locus (ip-Locus).
pETEF-GFP-um05076-Cbx
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer N-terminalen GFP-Fusion von um05076, um die
Lokalisierung des Proteins zu ermitteln.
Konstruktion
MG211 05076 MscI gcgtggccacgatggcacctgcactcaacgc
MG210 05076 rev NotI cgggcggccgctcaggccgacgatgggcgagacagc
Der ORF wurde mit dem Primerpaar MG211 und MG210 amplifiziert. Das Fragment wurde mit
MscI und NotI geschnitten und in pETEF-GFP-Ala6-MXN-Cbx kloniert. Transformation der
U. maydis Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit SspI linearisierten Konstrukt. Integration
erfolgte über homologe Rekombination in den Sdh2-Locus (ip-Locus).
pETEF-GFP-um11777-Cbx
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer N-terminalen GFP-Fusion von um11777, um die
Lokalisierung des Proteins zu ermitteln.
Konstruktion
MG222 11777 MluI gtaacgcgttatggaccaagccgatcattccg
MG223 11777 rev NotI cgggcggccgctcacgagtgtttgcgagctgcccac
Der ORF wurde mit dem Primerpaar MG222 und MG223 amplifiziert. Das Fragment wurde mit
MluI und NotI geschnitten und in pETEF-GFP-Ala6-MXN-Cbx kloniert. Transformation der
U. maydis Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit SspI linearisierten Konstrukt. Integration
erfolgte über homologe Rekombination in den Sdh2-Locus (ip-Locus).
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pETEF-GFP-um05079-Cbx
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer N-terminalen GFP-Fusion von um05079, um die
Lokalisierung des Proteins zu ermitteln.
Konstruktion
MG209 05079 MluI cgcacgcgtcatgccgccgtctggccg
MG208 3´05079 NotI cgggcggccgcctacgactcgggacctgctaggagccag
Der ORF wurde mit dem Primerpaar MG209 und MG208 amplifiziert. Das Fragment wurde mit
MluI und NotI geschnitten und in pETEF-GFP-Ala6-MXN-Cbx kloniert. Transformation der
U. maydis Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit SspI linearisierten Konstrukt. Integration
erfolgte über homologe Rekombination in den Sdh2-Locus (ip-Locus).
pETEF-um10608-GFP-Cbx
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer C-terminalen GFP-Fusion von um10608, um die
Lokalisierung des Proteins zu ermitteln.
Konstruktion
40 10608 XmaI rev cagcccgggcgatcgagtctcgagcctgagctggg
38 10608 XmaI fwd tcccccgggatgggcccaacagcaggatccggtaag
Der ORF wurde mit dem Primerpaar 40 und 38 amplifiziert. Das Fragment wurde mit XmaI und
XmaI geschnitten und in pETEF-GFP-Ala6-MXN-Cbx kloniert. Transformation der U. maydis
Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit SspI linearisierten Konstrukt. Integration erfolgte über
homologe Rekombination in den Sdh2-Locus (ip-Locus).
pETEF-um02806-GFP-Cbx
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer C-terminalen GFP-Fusion von um02806, um die
Lokalisierung des Proteins zu ermitteln.
Konstruktion
39 02806 XmaI rev cagcccgggagcaactgtggtcgggttgagcc
36 02806 BamHI fwd acgggatccatgtcgacaacagagaaacgaatc
Der ORF wurde mit dem Primerpaar 39 und 36 amplifiziert. Das Fragment wurde mit
BamH I und XmaI geschnitten und in pETEF-GFP-Ala6-MXN-Cbx kloniert. Transformation
der U. maydis Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit SspI linearisierten Konstrukt. Integra-
tion erfolgte über homologe Rekombination in den Sdh2-Locus (ip-Locus).
pETEF-GFP-um02807-Cbx
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer N-terminalen GFP-Fusion von um02807, um die
Lokalisierung des Proteins zu ermitteln.
Konstruktion
MG270 02807 MscI fwd gcgtggccaggatgttgctccagcctacctcgag
MG271 02807 NotI rev cgggcggccgcctactggctaggcgagaggtaatac
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Der ORF wurde mit dem Primerpaar MG270 und MG271 amplifiziert. Das Fragment wurde mit
MscI und NotI geschnitten und in pETEF-GFP-Ala6-MXN-Cbx kloniert. Transformation der
U. maydis Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit SspI linearisierten Konstrukt. Integration
erfolgte über homologe Rekombination in den Sdh2-Locus (ip-Locus).
pGEX4T-1-um05076
Dieses Plasmid dient zur Expression von um05076 als GST-Fusionsprotein in E.coli. Die Expres-
sion des Gens steht unter Kontrolle des tac-Pomotors, der durch Lactose oder IPTG reguliert
werden kann.
Konstruktion
MG435 pGEX 05076 BamHI cgtggatccatggcacctgcactcaacgcaaac
MG436 pGEX 05076 EcoRI cgggaattctcaggccgacgatgggcgagacagc
Der ORF von um05076 wurde mittels PCR amplifiziert und über BamH I und EcoRI I in den
Vektor pGEX4T-1 ligiert.
pGEX4T-1-um11778 (∆Intron)
Dieses Plasmid dient zur Expression von um11778 als GST-Fusionsprotein in E.coli. Die Expres-
sion des Gens steht unter Kontrolle des tac-Pomotors, der durch Lactose oder IPTG reguliert
werden kann.
Konstruktion
12 pGEX 11778 BamHI cagggatccatgttgcatccgatcgatacc
MG61 pGEX 11778 EcoRI tcggaattcctaagagaggctgcggtcgg
Der ORF von um11778 wurde mittels PCR amplifiziert. Dazu wurde als Template cDNA be-
nutzt, um eine Intron-freie Version von um11778 zu erhalten. Das Fragment wurde über BamH I
und EcoRI I in den Vektor pGEX4T-1 ligiert.
pGEX4T-1-um06058
Dieses Plasmid dient zur Expression von um06058 als GST-Fusionsprotein in E.coli. Die Expres-
sion des Gens steht unter Kontrolle des tac-Pomotors, der durch Lactose oder IPTG reguliert
werden kann.
Konstruktion
MG58 pGEX 06058 EcoRI fwd caggaattcgatgctgccaacgtcgatcgtacgc
MG59 pGEX 06058 EcoRI rev ctggaattcctaggacgagatcatggagaggggc
Der ORF von um06058 wurde mittels PCR amplifiziert und über EcoRI und EcoRI I in den
Vektor pGEX4T-1 ligiert.
pET15b-um02807
Dieses Plasmid dient zur Expression von um02807 als 6xHIS-Fusionsprotein in E.coli. Die Ex-
pression des Gens steht unter Kontrolle des tac-Pomotors, der durch Lactose oder IPTG reguliert
werden kann.
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Konstruktion
MG57 pET15b 02807 BamHI cagggatccgatgttgctccagcctacctcgagccg
MG60 pET15b 02807 EcoRI ctggaattcctactggctaggcgagagg
Der ORF von 02807 wurde mittels PCR amplifiziert und über BamH I und EcoRI I in den Vektor
pET15b ligiert.
pGREG503-um05076
Dieses Plasmid dient zur Expression von um05076 in S. cerevisiae. Die Expression des Gens
steht unter Kontrolle des Gal4 -Pomotors, der durch Galaktose reguliert werden kann.
Konstruktion
MG398 05076 fwd gaattcgatatcaagcttatcgataccgtcgacaatggcacctg-
cactcaacgcaaaccc
MG399 05076 rev gcgtgacataactaattacatgactcgaggtcgactcaggcc-
gacgatgggcgagacagc
Der ORF wurde mit dem Primerpaar MG398 und MG399 amplifiziert. Die Klonierung erfolgte
per Hefe Drag and Drop-Methode in den Vektor pGREG503.
pGREG506-um11778
Dieses Plasmid dient zur Expression von um11778 in S. cerevisiae. Die Expression des Gens
steht unter Kontrolle des Gal4 -Pomotors, der durch Galaktose reguliert werden kann.
Konstruktion
MG392 11778 fwd gaattcgatatcaagcttatcgataccgtcgacaatgttgcatcc-
gatcgatacc
MG393 11778 rev gcgtgacataactaattacatgactcgaggtcgacctaaga-
gaggctgcggtcggatgcg
Der ORF wurde mit dem Primerpaar MG392 und MG393 amplifiziert. Als Template-DNA wurde
dabei cDNA verwendet, um eine Intron-freie Version von um11778 zu erhalten. Die Klonierung
erfolgte per Hefe Drag and Drop-Methode in den Vektor pGREG506.
pGREG504-um05079
Dieses Plasmid dient zur Expression von um05079 in S. cerevisiae. Die Expression des Gens
steht unter Kontrolle des Gal4 -Pomotors, der durch Galaktose reguliert werden kann.
Konstruktion
15 pGREG504-CTP1 fwd gaattcgatatcaagcttatcgataccgtcgacaatggcacctg-
cactcaacgcaaaccc
16 pGREG504-CTP1 rev NheI gcgtgacataactaattacatgactcgaggtcgactcaggcc-
gacgatgggcgagacagc
Der ORF wurde mit dem Primerpaar 15 und 16 amplifiziert. Als Template-DNA wurde dabei
cDNA verwendet, um eine Intron-freie Version von um05079 zu erhalten. Das Fragment wurde
über NotI und NheI in den Vektor pGREG504 ligiert.
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pGREG505-um11777
Dieses Plasmid dient zur Expression von um11777 in S. cerevisiae. Die Expression des Gens
steht unter Kontrolle des Gal4 -Pomotors, der durch Galaktose reguliert werden kann.
Konstruktion
13 pGREG505-MFS fwd agagcggccgcatggaccaagccgatcattccgg
14 pGREG505-MFS rev tctgctagctcacgagtgtttgcgagctgccc
Der ORF wurde mit dem Primerpaar 13 und 14 amplifiziert. Als Template-DNA wurde dabei
cDNA verwendet, um eine Intron-freie Version von um11777 zu erhalten. Das Fragment wurde
über NotI und NheI in den Vektor pGREG505 ligiert.
pGREG576-um05076
Dieses Plasmid dient zur Expression einer N-terminalen GFP-Fusion von um05076 in S. cere-
visiae. Die Expression des Gens steht unter Kontrolle des Gal4 -Pomotors, der durch Galaktose
reguliert werden kann.
Konstruktion
MG398 05076 fwd gaattcgatatcaagcttatcgataccgtcgacaatggcacctg-
cactcaacgcaaaccc
MG399 05076 rev gcgtgacataactaattacatgactcgaggtcgactcaggcc-
gacgatgggcgagacagc
Der ORF wurde mit dem Primerpaar MG398 und MG399 amplifiziert. Die Klonierung erfolgte
per Hefe Drag and Drop-Methode in den Vektor pGREG576.
pGREG576-um11778
Dieses Plasmid dient zur Expression einer N-terminalen GFP-Fusion von um11778 in S. cere-
visiae. Die Expression des Gens steht unter Kontrolle des Gal4 -Pomotors, der durch Galaktose
reguliert werden kann.
Konstruktion
MG392 11778 fwd gaattcgatatcaagcttatcgataccgtcgacaatgttgcatcc-
gatcgatacc
MG393 11778 rev gcgtgacataactaattacatgactcgaggtcgacctaaga-
gaggctgcggtcggatgcg
Der ORF wurde mit dem Primerpaar MG392 und MG393 amplifiziert. Als Template-DNA wurde
dabei cDNA verwendet, um eine Intron-freie Version von um11778 zu erhalten. Die Klonierung
erfolgte per Hefe Drag and Drop-Methode in den Vektor pGREG576.
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Reaktionsgefäße (1,5 ml, 2 ml) Sarstedt (Nümbrecht)
Falcon-Röhrchen (15 ml, 50 ml) Sarstedt (Nümbrecht)
Glasperlen Sigma (Deisenhofen)
Kunststoff-Küvetten Sarstedt (Nümbrecht)
MobiSpin Columns MoBiTec (Göttingen)
Nylon-Membran Roth (Karlsruhe)
Petrischalen Greiner, Sarstedt (Nümbrecht)
Pipettenspitzen Biozym, Sarstedt (Nümbrecht)
PVDF-Membran Roth (Karlsruhe)
Schikanekolben Ochs (Bovenden)
Sterile Spritzen und Kanülen Braun (Melsungen)
Sterilfilter Sarstedt (Nümbrecht)
0,1 ml Mikroeinsatz (28 x 5 mm) mit Polymerfuß VWR
Silikon Schraubkappen VWR
1,5 ml KGW-Flasche VWR
96-Well Mikrotiterplatte, steril Greiner
4.3.5 Kits
Name des Kits Bezugsquelle
ZR Plasmid Miniprep-Classic Zymo Research
Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit Geneaid
Megaprime Labeling Kit Amersham (Braunschweig)
First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo Scientific
Maxima SYBR-Green/ROX qPCR Master Mix (2x) Thermo Scientific
4.3.6 Chemikalien
Chemikalien Bezugsquelle
Acrylamidmix (40:2) Roth (Karlsruhe)
Adenin Sigma (Deisenhofen)
Agar-Agar Roth (Karlsruhe)
































Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma (Deisenhofen)
Dinatriumhydrogenphosphat Merck





Ethanol (vergällt) Schmidt-GmbH (Dillenburg)





Gluthation-SepharoseTM4B Amersham GE Healthcare
Gluthation-Agarose Macherey und Nagel (Düren)
Glycerin Roth (Karlsruhe)
Glycin Roth (Karlsruhe)
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Chemikalien Bezugsquelle
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Chemikalien Bezugsquelle
PMFS Sigma Aldrich
Polyethylenglycol (PEG 3350) Merck (Darmstadt)
Potato Dextrose Broth Difco
Prolin Serva (Heidelberg)












Triton X-100 Sigma (Deisenhofen)
TRIzol Life Technologies
Trypton GibcoBRL Life Technologies
Tryptophan Merck (Darmstadt)
Tween 20 Roth (Karlsruhe)
Tyrosin Sigma (Deisenhofen)
Valin Merck (Darmstadt)




Name des Enzyms Bezugsquelle
Lysozym Boehringer Mannheim (Mannheim)
Lysing Enzyme (T. harzianum) Sigma Aldrich
Phusion-DNA-Polymerase Laborpräparation




Shrimp Alkalische Phosphatase Thermo-Scientific
Calf Intestinal-Phosphatase (CIP) New England Biolabs (Schwalbach)
T4-DNA-Ligase Roche
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4.4.2 Lösungen für die Plasmidpräparation mittels "kochender Lyse"’
Destroyer Lysis-Puffer
10 mM Tris/HCl-Puffer pH 8,0




200 µg/ml RNase A
4.4.3 Lösungen für die Agarose-Gelelektrophorese
TAE-Laufpuffer











7 % (w/v) SDS
500 mM Natriumphosphat Puffer
pH7,0
Waschpuffer
1 % (w/v) SDS
100 mM Natriumphosphat Puffer
pH7,0
4.4.5 Puffer für SDS-Gelelektrophorese und Western Blot
3x Protein-Auftragspuffer
400 mM Tris/HCl pH6,8
30 mM DTT
6 % (w/v) SDS
40 % (v/v) Glycerin
0,006 % (w/v) Bromphenolblau
SDS-Gelelektrophorese-Laufpuffer nach Laemmli
25 mM Tris/HCl pH8,8
200 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS
Proteingel-Färbelösung
0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant
Blue R-250
20 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsäure
Entfärbelösung für Proteingele
20 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsäure
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APS-Stammlösung
10 % (w/v) Ammoniumperoxid-
sulfat
SDS-Stammlösung
10 % (w/v) Natriumdodecylsulfat
TBS








0,1 % (v/v) Tween 20 in TBS
TBS-T / Milchpulver
TBST mit 3 % (w/v) Trockenmilch
4.4.6 Lösungen für die Herstellung von chemisch kompetenten Zellen
CCMB80-Puffer
10 mM KOAc pH 7,0 (10 ml einer
1M Stammlösung /l)
80 mM CaCl2 · 2 H2O (11,8 g/L)
20 mM MnCl2 · 4 H2O (4,0 g/L)
10 mM MgCl2 · 6 H2O (2,0 g/L)
10 % Glycerin (100 ml/L)
Auf pH 6,4 mit 0,1 M HCl einstellen
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4.4.7 Präparation chromosomaler DNA von U. maydis
Präparation chromosomaler DNA
Lysis-Puffer: 10 mM Tris/HCl pH8,0
100 mM NaCl
1 mM EDTA
1 % (w/v) SDS
2 % (w/v) Triton X-100
Phenol/Chloroform: 50 %(v/v)Phenol
50 % (v/v) Chloroform
4.4.8 Lösungen für die Protoplasierung und Transformation von U. maydis
SCS-Puffer
20 mM Natriumcitrat-Puffer pH5,8
1 M Sorbitol
SCS-Lysing Enzyme-Lösung
20 mg/ml Lysing Enzyme in SCS
STC-Puffer




40 % (w/v) Polyethylenglycol in
STC
4.4.9 Puffer für die Aufreinigung von Proteinen
Alle Puffer wurden mit H20bidest angesetzt.
Lysepuffer/Waschpuffer
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GST-Elutionspuffer
100 mM Tris pH 9.0
100 mM NaCl
10 mM MgCl2
50 mM reduziertes Glutathion
2,5 mM beta-Mercaptoethanol
Assay-Puffer







4.4.10 Lösungen zur Herstellung kompetenter Hefezellen
Heringssperma DNA-Lösung




10 mM Tris pH 7,4
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4.4.11 Lösungen zur Herstellung von modifiziertem Tabuchi-Medium (Verduyn
et al., 1992)
Vitaminlösung
0,05 g Biotin (D-)






Das Biotin wird in 10 ml 0,1 M NaOH gelöst und anschließend mit 750 ml H2Obidest ge-
mischt. Der pH wird mit 1 M HCl auf 6,5 eingestellt. Während der pH beibehalten wurde,
wurden alle Komponenten nacheinander gelöst (Biotin ist bei extremen pH-Werten instabil).
Nachdem alle Komponenten gelöst wurden, wurde die Lösung auf 1 Liter aufgefüllt und der pH













EDTA und Zinksulfat werden zunächst in 750 ml H2Obidest gelöst und der pH mit NaOH
auf 6,0 eingestellt. Während der pH mit NaOH ständig auf 6,0 gehalten wird, werden alle
anderen Substanzen nach und nach gelöst. Wenn alle Komponenten gelöst sind, wird der pH
auf mit 1 M HCl auf 4,0 eingestellt und die Lösung auf 1 L aufgefüllt. Die Sterilisierung erfolgt
für 20 min bei 120◦C. Bemerkung: Die sterile Lösung ist grün, oxidiert aber nach einiger Zeit zu
braun. Dies beeinflußt die Lösung aber nicht. Die sterile Lösung kann bei RT für etwa 6 Monate
aufbewahrt werden.
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4.5 Mikrobiologische Nährmedien
4.5.1 Nährmedien für die Kultivierung von U. maydis
PD-Agar
24 g Potato Dextrose Broth
15 g Agar
in 1 l Aqua[dest.] lösen und bei 121◦C. für 20 min autoklavieren.
PD-Charcoal-Agar
24 g Potato Dextrose Broth
10 g Charcoal
15 g Agar




2,0 % (w/v) Saccharose
182,2 g Sorbitol
15 g Agar




2,0 % (w/v) Glukose oder Arabinose
2,0 % (w/v) Agar




2,0 % (w/v) Saccharose
in 1 l Aqua[dest.] lösen und bei 121◦C für 20 min autoklavieren.
YNB-Flüssigmedium
1,7 g Yeast Nitrogen Base
in 1 l Aqua[dest.] lösen und bei 121◦C für 20 min autoklavieren.
Je nach Bedarf wurde nach dem Autoklavieren zugesetzt:
68
4 Material und Methoden
0,5 % (w/v) Ammoniumsulfat (sterilfiltriert)
2,0 % (w/v) Glukose oder Arabinose (sterilfiltriert)
YNB-Agar
1,7 g Yeast Nitrogen Base
15 g Bacto-Agar
in 1 l Aqua[dest.] lösen, pH auf 5,6 einstellen und bei 121◦C für 20 min autoklavieren.
Je nach Bedarf wurde nach dem Autoklavieren zugesetzt:
0,5 % (w/v) Ammoniumsulfat (sterilfiltriert)
2,0 % (w/v) Glukose oder Arabinose (sterilfiltriert)
YNB-Agarose für Tropftests
1,7 g Yeast Nitrogen Base
15 g LE-Agarose
in 1 l Aqua[dest.] lösen, pH auf 5,6 einstellen und bei 121◦C für 20 min autoklavieren.
Je nach Bedarf wurde nach dem Autoklavieren zugesetzt:
0,2 % (w/v) Ammoniumsulfat (sterilfiltriert)
2,0 % (w/v) Glukose oder Arabinose (sterilfiltriert)
NSY-Glycerin-Medium
0,8 % (w/v) Nutrient Broth
0,1 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) Saccharose
80 % (w/v) Glycerin
in 1 l Aqua[dest.] lösen und bei 121◦C für 20 min autoklavieren.





in 1 l Aqua[dest.] lösen und bei 121◦C für 20 min autoklavieren.
Anschließend 100 ml 1 M MES-Pufferan (f.c. = 100 mM), 5 % (w/v) Glukose (sterilfiltriert),
140 mg Eisensulfat (gelöst in H2O, sterilfiltiert) und 1 ml Vitaminlösung zusetzen.
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NSY-Glycerin-Medium(Einfriermedium für U. maydis und S. cerevisiae)
8 g Nutrient Broth
5 g Saccharose
1 g Hefe-Extrakt
69,6 % (v/v) Glycerin
Mit H2O auf 1 l auffüllen und bei 121◦C für 20 min autoklavieren.
4.5.2 Nährmedien für die Kultivierung von S. cerevisiae
Synthetic-Complete-Medium





















Für 1 Liter Medium (2x):
3,6 g Yeast Nitrogen Base
3,4 g Dropout-Mix
10 g Ammoniumsulfat
40 g Glukose oder Galaktose
Der pH wurde mit NaOH auf 5,6 eingestellt.
Anschließend wurde das Medium für 20 min bei 121◦C autoklaviert.
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Zur Kultivierung wurde das Medium im Verhältnis 1:1 mit Aqua[dest.] gemischt.
Synthetic-Complete-Festmedium
500 ml Synthetic-Complete-Medium (2x)
500 ml H20-Agar (4% w/v)
Flüssigmedium (mit entsprechenden Selektionsmarkern) und Agar wurden im Verhältnis 1:1
gemischt und in sterile Petrischalen gegossen.











in 1 l H2O lösen und bei 121◦C für 20 min autoklavieren. Anschließend in sterile Petrischalen
gießen.




Mit 69,6 % (v/v) Glycerin versetzen, auf 1 l H2O auffüllen und bei 121◦C für 20 min autokla-
vieren.
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4.6 Kultivierung von Mikroorganismen
4.6.1 Kultivierung von Escherichia coli
Kultivierung von E.coli in Flüssigmedium
Flüssigkulturen von E.coli wurden, soweit nicht anders erwähnt, unter aeroben Bedingungen
in autoklaviertem dYT-Medium bei 37◦C angezogen. Das Medium wurde je nach Bedarf mit
100µg/ml Ampicillin, 20 µ/ml Gentamycin und/oder 25 µ/ml Chloramphenicol versetzt. Die
Kultivierung von E. coli für die Überexpression rekombinanter Proteine im Stamm Rosetta
(DE3) erfolgte bei 22◦C über Nacht.
Kultivierung von E.coli auf Festmedium
Für die Anzucht von E. coli auf Festmedium wurde dYT-Agar verwendet, dem je nach Bedarf
100µg/ml Ampicillin und/oder 25 µ/ml Chloramphenicol zugesetzt wurde.
Langzeitlagerung von E. coli
Für die Langzeitlagerung von E. coli wurden dicht gewachsene Übernachtkulturen im Verhältnis
1:1 mit dYT-Flüssigmedium mit Glycerin gemischt und bei -80◦C eingefroren.
4.6.2 Kultivierung von U. maydis
Kultivierung von U. maydis in Flüssigmedium
Flüssigkulturen von Ustilago maydis wurden in der Regel in YEPSlight Medium angezogen. In
den Fällen, in denen die Anwesenheit bzw. die Abwesenheit einer Kohlenstoff- oder Stickstoff-
quelle im Medium erforderlich war, wurde YNB-Medium verwendet, dem der entsprechende
Stoff zugesetzt wurde. Die Kulturen wurden unter aeroben Bedingungen bei 30◦C inkubiert.
Kultivierung von U. maydis auf Festmedium
Für die Anzucht auf Festmedium wurde meist PD-Agar verwendet, dem bei Bedarf Fungizide,
wie z.B. Carboxin, zugesetzt wurden. In besonderen Fällen wurde, aus oben beschriebenen
Gründen, YNB-Agar verwendet.
Langzeitlagerung von U. maydis
Zur Herstellung von U. maydis Dauerkulturen wurden Übernachtkulturen im Verhältnis 1:1 mit
NSY-Glycerin-Medium gemischt und bei -80◦C eingefroren.
Kultivierung von U. maydis zur quantitativen Analyse der Itaconsäure-Produktion
Die Anzucht von U. maydis-Stämmen zur Analyse der Itaconsäure-Produktion erfolgte in mo-
difiziertem Tabuchi-Medium (MTM). Dazu wurden die entsprechenden Stämme in 10 ml MTM
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in 100 ml Schikanekolben unter aeroben Bedingungen üN bei 30◦C schüttelnd inkubiert. Die
Übernachtkultur wurde am nächsten Tag auf eine finale OD600 von 0,5 in 50 ml MTM verdünnt
und für 48 h bei 30◦C in 500 ml Schikanekolben unter aeroben Bedingungen weiter schüttelnd
inkubiert.
4.6.3 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae
Kultivierung von S. cerevisiae in Flüssigmedium
Zur Anzucht von S. cerevisiae in Flüssigkulturen wurde Synthetic-Complete-Medium (SC) ver-
wendet, wobei auf gute Durchlüftung des Mediums geachtet wurde, um aerobe Bedingungen
zu gewährleisten. Die Kultivierung erfolgte schüttelnd bei 30◦C. Stämme, die ein Plasmid mit
Auxotrophiemarker trugen, wurden in SC-Medium angezogen, das die Aminosäuren, auf deren
Produktion entsprechend dem Marker selektioniert wurde, nicht enthielt.
Kultivierung von S. cerevisiae auf Festmedium
Für die Kultivierung von S. cerevisiae auf Festmedium wurde 2-fach konzentriertes Synthetic-
Complete-Medium (SC) mit Glukose genutzt, welches im Verhältnis 1:1 mit 2-fach konzentrier-
tem Wasser-Agar gemischt wurde. Dabei wurden je nach Bedarf die entsprechenden Selektions-
marker zugesetzt.
Langzeitlagerung von S. cerevisiae
Zur Herstellung von S. cerevisiae Dauerkulturen wurden Übernachtkulturen im Verhältnis 1:1
mit NSY-Glycerin-Medium gemischt und bei -80◦C eingefroren.
4.7 Molekularbiologische Techniken
4.7.1 Isolierung von Nukleinsäuren
Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli im analytischen Maßstab
Für die Isolation von Plasmid-DNA wurde eine Variante der "kochenden Lyse" verwendet. Hier-
bei wurden zunächst 1,5 ml einer Übernachtkultur abzentrifugiert. Der Überstand wurde verwor-
fen und die sedimentierten Zellen in 50 µl Destroyer-Lysis-Puffer resuspendiert. Die Suspension
wurde für etwa 1 min bei 99◦C inkubiert und anschließend direkt für 5 min auf Eis gestellt. Nach
10 minütiger Zentrifugation (13.000 rpm) wurden 5 µl des Überstandes in eine Testrestriktion
eingesetzt.
Wenn besonders reine Plasmid-DNA z.B. für Sequenzierungen oder Transformationen benötigt
wurde, erfolgte die Isolation mit Hilfe des ZR Plasmid Miniprep-Classic Kits nach Herstelleran-
gaben.
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Präparation von chromosomaler DNA aus Ustilago maydis
Zur Gewinnung von chromosomaler DNA aus U. maydis wurden 2 ml einer dicht gewachsenen
Übernachtkultur abgenommen und in einem entsprechenden Reaktionsgefäß zentrifugiert (1 min,
13000 rpm). Das Sediment wurde in 500 µl Lysis-Puffer resuspendiert und mit 0,3 g Glasperlen
und 500 µl Phenol/Chloroform versetzt. Der Ansatz wurde nach 10 minütigem Schütteln auf
dem Vibrax zentrifugiert (10 min, 13000 rpm). Die obere, klare Phase wurde in einem neuen
Reaktionsgefäß mit 96 %igem Ethanol gemischt und zentrifugiert (10 min, 13000 rpm). Der
Niederschlag wurde mit 500 µl 70 %igem Ethanol gewaschen. Der Überstand wurde vollständig
abgenommen und das Pellet für 15 min bei 65◦C getrocknet. Zuletzt wurde das Pellet in 50 µl
TE mit RNaseA aufgenommen. Die Langzeitlagerung der präparierten DNA erfolgte bei -20◦C.
4.7.2 Analyse und Modifikation von Nukleinsäuren
Restriktionsenzymatische Spaltung von DNA
Zur restriktionsenzymatischen Spaltung von DNA wurden Enzyme und korrespondierende Puf-
fersysteme der Firmen New England Biolabs und Thermo-Scientific verwendet. Die jeweiligen
Pufferbedingungen wurden nach den Herstellerangaben gewählt. Bei Doppelverdauen wurde auf
die Puffer-Kompatibilitätstabellen der jeweiligen Hersteller zurückgegriffen.
Dephosphorylierung von geschnittener Plasmid-DNA
Um die Selbstligation von Vektoren zu minimieren, wurden geschnittene Vektoren vor der Liga-
tion mit Hilfe der Calf-Intestinal-Phosphatase (CIP)dephosphoryliert. Hierzu wurde nach Ende
der restriktionsenzymatischen Spaltung 1 µl SAP zum Restriktionsansatz gegeben und der An-
satz für weitere 30 min bei 37◦C inkubiert. Anschließend wurde der gesamte Ansatz mit Hilfe
von Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.
Agarose-Gelelektrophorese
DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese (Sharp et al., 1973) ihrer Grö-
ße nach aufgetrennt. Zur Herstellung der Gele wurde eine Suspension von 0,8 - 2 % Agarose
in Elektrophoresepuffer (Tris-Acetat-EDTA (TAE)) bis zum vollständigen Lösen der Agarose
aufgekocht und anschließend bis auf ≈ 60◦C abgekühlt. Diese Lösung wurde bis zu einer End-
konzentration von 1-5 µg/ml mit Ethidiumbromid versetzt und in einen Gelschlitten mit einem
eingesteckten Gelkamm gegossen. Nach dem Erstarren des Gels wurde der Kamm entfernt und
das Gel in eine mit Elektrophoresepuffer gefüllte Elektrophoresekammer gelegt.
Die DNA wurde mit Probenpuffer versetzt und in die Taschen des Gels geladen. Als Größen-
standard diente der kommerziell erhältliche Größenstandard GenerulerTM DNA Ladder Mix
(Thermo-Scientific).
Die Auftrennung erfolgte bei einer konstanten Spannung von 120 V. Nach erfolgter Auftrennung
wurde das in die DNA interkalierte Ethidiumbromid durch Anregung mit UV-Licht sichtbar
gemacht.
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Extraktion von DNA aus Agarosegelen
Um spezifische DNA-Fragmente zu isolieren, wurde diese zunächst mit Hilfe der Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Die zu isolierenden DNA-Fragmente wurden unter langwelligem
UV-Licht (λ=360 nm) ausgeschnitten und mit Hilfe des Gel/PCR DNA Fragments Extraktion
Kit der Firma AidGene nach Herstellerangaben eluiert.
Ligation von DNA-Fragmenten
DNA-Fragmente wurden mittels des Enzyms T4-DNA-Ligase ligiert. Ligationen erfolgten in
einem Endvolumen von 20 µl. Der Vektor und das zu ligierende Fragment wurden im Verhältnis
1:10 eingesetzt. Es wurden zusätzlich 2 µl Ligationspuffer und 1 µl T4-DNA-Ligase sowie steriles
Wasser bis zu einem Endvolumen von 20 µl eingesetzt. Die Ligation erfolgte für eine Stunde
bei RT oder über Nacht bei 16◦C. Anschließend erfolgte eine Transformation von chemisch
kompetenten Bakterien mit 10 µl des Ligationsansatzes.
DNA-Sequenzierung
Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten erfolgte nach der KettenabbruchMethode (Sanger
et al., 1977) bei der Firma eurofins MWG Operon, Ebersberg. Die Reaktionszusammenset-
zungen wurden den Herstellerangaben folgend gewählt: etwa 1 µg Plasmid-DNA wurden mit
jeweils 20 Primer in einem gesamt-Ansatz von 15 µl gemischt.
Transfer und Detektion von DNA auf Membranen (Southern Blot)
Zur Detektion von DNA-Restriktionsfragmenten definierter Größe und Sequenz wurde die
Southern Blotting Methode (Southern, 1992) durchgeführt. Dabei wurden elektrophoretisch
aufgetrennte DNA-Fragmente auf eine Nylonmembran übertragen und durch Hybridisierung
mit radioaktiv markierten Sonden nachgewiesen. Chromosomale DNA wurde mit geeigneten
Restriktionsenzymen verdaut, im Agarosegel aufgetrennt und zur Dokumentation unter UV-
Licht photographiert. Das Gel wurde erst für 15 min zur Depurinierung in 0,25 M HCl und
danach für 15 min in 0,4 M NaOH inkubiert. Zur Übertragung der DNA auf die Nylonmembran
(Hybond-N+, Roth) wurde eine Glasplatte über ein Bassin mit 0,4 M NaOH gelegt. Quer über
die Glasplatte wurde ein Streifen in Transferpuffer getränktes Blotting-Papier so aufgelegt, dass
beide Enden ins Vorratsbassin eintauchten. Dann wurde das Gel mit den Taschenöffnungen
nach unten aufgelegt, gefolgt von der, mit Transferpuffer benetzten, Nylonmembran und drei
Schichten in Puffer getränkten Blotting-Papiers. Um die aufwärtsgerichteten Kapillarkräfte zu
unterstützen, wurde eine dicke Schicht saugfähiges Papier aufgelegt und die Konstruktion mit
einem Gewicht beschwert. Das Gel wurde für mindestens zwei Stunden oder über Nacht geblot-
tet. Die Membran wurde nach dem Blotten getrocknet und die DNA durch UV-Bestrahlung (254
nm, 1200 mJ/cm2) im Stratalinker 2400 (Stratagene) fixiert. Die auf der Nylonmembran fixierte
DNA wurde mit einer radioaktiven Sonde hybridisiert (Gilbert and Church, 1984). Dazu wurde
die Membran 20 min bei 65◦C in 15 ml Southern-Hybridisierungspuffer vorinkubiert. Die Sonde
wurde 5 min bei 95◦C denaturiert und hinzugegeben (Endkonzentration etwa 106 cpm/ml). Es
75
4 Material und Methoden
wurde über Nacht bei 65◦C inkubiert und die Membran anschließend in 2x 15 ml Southern-
Waschpuffer 20 min gewaschen. Anschließend wurde die Membran in Plastikfolie eingeschweißt
und für mindestens zwei Stunden in einer Phosphoimager Kassette (Amersham) exponiert. Die
Detektion der Signale erfolgte mit Hilfe eines Phosphoimagers (Storm860, Amersham).
Herstellung von radioaktiv markierten Sonden
Zur Herstellung der radioaktiven Sonden wurde das Megaprime Labeling System Kit der Firma
Amersham Biosciences verwendet. Dabei wurden 25 ng DNA mit einer Länge von etwa 1000 bp
mit 5 µl der Primer-Lösung (Hexanukleotide mit zufälliger Sequenz) und destilliertem Wasser
auf ein Endvolumen von 33 µl aufgefüllt und im Heizblock bei 95◦C 5 min denaturiert. Danach
wurde der Ansatz kurz anzentrifugiert und 10 µl Reaktionspuffer (Puffersubstanzen und alle
dNTPs außer dCTP), 1,8 µl Klenow Polymerase und 5 µl α32P-dCTP zugegeben. Der Ansatz
wurde 20 Minuten bei 37◦C inkubiert und die Reaktion anschließend durch Zugabe von 3 µl 0,5
M EDTA gestoppt. Die Sonde wurde dann mit Hilfe einer Mobitec S-200 Säule durch Zentrifu-
gation von überschüssigem radioaktivem Material gereinigt. In einem letzten Schritt wurde die




Die PCR-Reaktion (Bell, 1989; Mullis et al., 1986; White et al., 1989) dient der Amplifikation
von spezifischen, doppelsträngigen DNA-Fragmenten. Durch eine thermostabile Polymerase
werden mit Hilfe von Primern und dNTPs spezifische DNA-Fragmente amplifiziert.
Die PCR-Reaktion läuft in 4 charakteristischen Schritten ab. Zunächst wird die doppelsträngige
DNA durch Erhitzen auf 94◦C denaturiert und so in einzelsträngige DNA überführt. Bei einer
Temperatur zwischen 50-72◦C binden die PCR-Primer an die DNA-Einzelstränge (Annealing).
Die thermostabile Polymerase synthetisiert anschließend ausgehend von den Primern einen
komplementären DNA-Strang, hierbei wird die Temperatur dem Optimum der jeweiligen Poly-
merase angepasst. Durch eine erneute Denaturierung bei 94◦C beginnt der Zyklus erneut.
Standard-PCR-Reaktionen wurden in einem Endvolumen von 50 µl wie folgt durchgeführt:
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10 µl 5x GC-Puffer
1,5 µl DMSO
1 µl dNTPs (10 mM)
1 µl 5’Primer (10 mM)
1 µl 3’Primer (10 mM)
1 µl Matrizen-DNA (≈ 100ng)
0,5 µl Phusion DNA-Polymerase (=2,5 U)








Die Schritte 2 bis 4 wurden 35x wiederholt.
quantitative RealTime PCR (qPCR)
Zur quantitativen Bestimmung von mRNA-Leveln wurde die quantitative RealTime PCR durch-
geführt (Wang et al., 1989; Higuchi et al., 1993). Dazu wurden etwa 1 µg Gesamt-RNA aus
U. maydis mit dem First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) nach Herstelleranga-
ben in cDNA umgeschrieben. 1 µl einer 1:10 verdünnten cDNA Lösung wurden anschließend
unter Verwendung des Maxima SYBR-Green/ROX qPCR Master Mix (2x) (Thermo Scienti-
fic) auf die relative Transkriptmenge analysiert. Die Analyse erfolgte in einem BioRad-iCycler
(BioRad, München) mit dem folgenden Programm:
Standardprotokoll




Die Schritte 2 bis 4 wurden 44x wiederholt.
Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der BioRad-Software (Version 3.0a), sowie des
BioRad Gene Expression Makros. Die Spezifität der Amplifikation wurde durch eine Analy-
se der Schmelzkurven überprüft. Als Referenz bzw. als sogenanntes housekeeping gene diente
dabei die Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerase (ppi; um03726.2). Die Effizienz der verwendeten
Oligonukleotide wurde mit einer Eichkurve bestimmt, die durch die serielle Verdünnung einer
cDNA-Probe generiert wurde. Die Bestimmung der Signifikanz der erhaltenen Werte erfolgte
durch einen einseitigen Students-T-Test.
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Tm (◦C) Produkt (bp)
19 RT 05074 fwd gatttgctaacttggcgctc 20 59,988 111
20 RT 05074 rev ccttgctctttgcattagcc 20 59,982
21 RT 12299 fwd tgtttgtctgcttggtctcg 20 60,025 282
22 RT 12299 rev tcttgcaggtgtttctgtcg 20 60,025
23 RT 05076 fwd caatgcaacacaacctggac 20 60,008 212
24 RT 05076 rev gagtttttcaagctcggtgc 20 60
25 RT 11777 fwd tgaaacgcttcgagtcattg 20 59,988 267
26 RT 11777 rev tgcttgaacagatacggcag 20 60,011
27 RT 11778 fwd attcgttgacctccaaggtg 20 59,966 168
28 RT 11778 rev gacctcgttcaatggcaaat 20 59,939
29 RT 05079 fwd tatctccgatcgaggtggtc 20 60,034 150
30 RT 05079 rev tgttcttgagcatactgcgg 20 60,011
31 RT 05080 fwd gcgttacagaccgaaaccat 20 60 242
32 RT 05080 rev atcggtgacgtttcttggac 20 59,973
4.7.4 Transformation von Mikroorganismen
Herstellung chemisch kompetenter E.coli-Zellen
Um chemisch kompetente E.coli-Zellen des Strammes Top10 herzustellen, wurde die Calcium-
Mangan-Methode nach (Hanahan et al., 1991) verwendet. Hierzu wurden die Zellen zunächst
in SOB-Medium ohne Magnesium bis zu einer OD550 von 0,3 angezogen. Wenn die Kultur
diese Zelldichte erreicht hatte, wurden die Zellen für 10 min in Eiswasser gekühlt und durch
Zentrifugation (15 min, 3200rpm) geerntet. Die sedimentierten Zellen wurden in 1/3 Volumen
eiskalten CCMB80-Puffer resuspendiert und für 20 min in einem Eis-Wasserbad inkubiert. Nach
einem weiteren Zentrifugationschritt (15 min, 3200rpm) wurden die sedimentierten Zellen in 1/12
Volumen CCMB80-Puffer resuspendiert, in jeweils 70 µl aliquotiert und bei -80◦C gelagert.
Transformation von chemisch kompetenten E.coli-Zellen mit Plasmid-DNA
Zur Transformation von chemisch kompetenten Zellen mit Plasmid-DNA wurde 1 µl der Plasmid-
DNA (bei Ligationen 5-10 µl) mit 70 µl chemisch kompetenter Zellen gemischt und für 30 min
auf Eis inkubiert. Dann wurde der gesamte Ansatz für 90 sec auf 42◦C erhitzt und anschließend
auf Selektionsplatten ausplattiert. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 37◦C.
Transformation von S. cerevisiae mit Plasmid-DNA
Die Transformation der Hefe S. cerevisiae mit Plasmid-DNA erfolgte nach einer Variante der
Lithiumacetat-PEG-Transformation (H. Ulrich, pers. Mitteilung). Der zu transformierende He-
festamm wurde in 50 ml YPD oder Selektionsmedium über Nacht bei 30◦C bis zu einer OD600
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von 0.5 bis 1.5 angezogen. Die Kultur wurde in einem 50 ml Zentrifugenröhrchen bei 3000 rpm
für 3 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen wurden in einem ange-
passten Volumen LiT aufgenommen (1300 µl ≈ 12 Transformationen). 100 µl dieses Ansatzes
wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß gegeben. Es wurden 5 µl (10mg/ml) denaturierte (für 5
min auf 95◦C erhitzt und dann auf Eis abgekühlt) Heringssperma-DNA und 1 µg Plasmid-DNA
(1 µl Midipräp oder 4 µl Minipräp) hinzugefügt. Zu diesem Ansatz wurden 500 µl LiT-PEG
zugeben und gut durchmischt. Es folgte eine Inkubation für 15 min bis 1h bei Raumtemperatur.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 50 µl DMSO zugegeben. Es folgte eine Hitzeschock-
behandlung für 15 min bei 42◦C. Nach Ende des Hitzeschocks wurde der Ansatz für 30 s bei
3000 rpm zentrifugiert, der Überstand verworfen, die Zellen in 100 µl H2O resuspendiert und
auf Selektionsmedium ausplattiert.
Protoplastierung von U. maydis
Zur Herstellung von U. maydis-Protoplasten wurden 50 ml YEPS-Flüssigkulturen der jeweiligen
Stämme bis zu einer optischen Dichte (OD600) von 0,8 - 1,0 angezogen und anschließend zentri-
fugiert (3500 rpm, 5 min, RT). Das Zellsediment wurde in 25 ml SCS-Lösung resuspendiert und
erneut abzentrifugiert (3500 rpm, 5 min, RT). Dann wurde das Sediment in 2 ml SCS-Lysing-
Enzyme-Lösung aufgenommen und die Protoplastierung der Zellen unter dem Mikroskop ver-
folgt. Bei einer Verkugelung der Zellen von ca. 70% wurde die Reaktion durch Zugabe von 10ml
SCS-Lösung gestoppt und die Protoplasten pelettiert (2300 rpm, 10 min, 4◦C). Das Sediment
wurde noch zweimal mit 10 ml SCS-Lösung gewaschen und in 500 µl STC-Lösung aufgenommen.
Die Protoplasten wurden in Volumina von 50 µl aliquotiert und bei -80◦C eingefroren.
Transformation von U. maydis-Protoplasten Zur Transformation wurden 50 µl U. maydis-
Protoplasten auf Eis aufgetaut und mit 10 µl (ca. 500 ng) der zu transformierenden DNA
versetzt. Der Ansatz wurde für 10 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden 500 µl STC/PEG
zugegeben und erneut für 10 min auf Eis inkubiert. Durch die Zugabe von PEG wurden die
Zellmembranen für die zugegebene DNA permeabel. Der Ansatz wurde auf Regenerationsagar
gegeben und vorsichtig verteilt. Der Regenerationsagar wurde kurz vor der Transformation in
zwei Schichten gegossen, von denen die untere das zur Selektion benötigte Antibiotikum in
zweifacher Konzentration enthielt (Hygromycin: 400 µg/ml, Carboxin 4 µg/ml, Nourseothricin:
300 µg/ml). Die obere Schicht war frei von Antibiotika. Durch das Konzentrationsgefälle wurde
gewährleistet, dass sich erst nach und nach die zur Selektion benötigte Antibiotikakonzentration
durch Diffusion einstellte. Die Platten wurden bei 30◦C inkubiert.
4.7.5 Genetische Modifikation von U. maydis
U. maydis besitzt ein hoch effizientes Rekombinationssystem. Dieses kann man nutzen, um mit-
tels homologer Rekombination das Genom von U. maydis zu modifizieren.
Herstellung von Deletionsmutanten in U. maydis
Zur Deletion von Genen wurde der offene Leserahmen des jeweiligen Gens durch eine Antibiotika-
Resistenzkassette ersetzt. Hierzu wurden homologe Bereiche von etwa 1000 bp, die die aus-
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zutauschende Region links und rechts flankieren, mittels PCR amplifiziert. Durch homologe
Rekombination in S. cerevisiae wurden diese Flanken mit einem geeigneten Vektor und einer
Antibiotika-Resistenzkassette verknüpft. Die Resistenzkassette liegt hierbei zwischen den bei-
den flankierenden Bereichen. Nach Vermehrung in E. coli wurde das Konstrukt mit den beiden
flankierenden Regionen und der Resistenzkassette mit SSpI aus dem Vektor herausgeschnitten
und U. maydis mit diesem DNA-Fragment transformiert. Durch homologe Rekombination wird
die Resistenzkassette an Stelle des jeweiligen Gens eingebaut (vergleiche Abb. 4.1).
Resistenzkassette
offener Leserahmen
1000 bp 1000 bp
SfiI SfiI
Abbildung 4.1: Genetische Modifikationen von U. maydis
Schematische Darstellung der Herstellung von Deletions-Mutanten in U. maydis. Durch homologe Rekombina-
tion wird das entsprechende Gen durch eine Antibiotika-Resistenzkassette ersetzt.
Herstellung von Deletionskonstrukten für U.maydis mittels in vivo-Rekombination in
S.cerevisiae ("Drag and Drop")
Die Herstellung von Konstrukten für die Transformation von Ustilago maydis erfordert mehrere
Schritte, die oftmals mit einem größeren Zeit- und Arbeitsaufwand einhergehen. Aus diesem
Grund wurde eine Ein-Schritt-Methode zur Herstellung dieser Konstrukte genutzt (Jansen
et al., 2005). Diese Methode macht sich die Eigenschaften der Hefe Saccharomyces cerevisiae zu
nutze, homologe Rekombination mit sehr kurzen Homologie-Regionen (es reichen 29 bp) hoch
effizient durchzuführen. Diese wurde genutzt, um Konstrukte für die genetische Manipulati-
on von U. maydis durch homologe Rekombination in S.cerevisiae herzustellen. Die folgenden
Schritte beschreiben die Erstellung eines Konstruktes für die Deletion von Genen in Ustilago
maydis. Konstrukte für andere Manipulationen des Genoms wie z.B. das Erstellen von GFP-
Fusionen können über entsprechende Anpassung der flankierenden Bereiche und Kassetten
durchgeführt werden. Zunächst wurden 1000 bp lange Bereiche oberhalb (linke Flanke) und
unterhalb (rechte Flanke) des zu deletierenden Gens durch PCR amplifiziert. Diese Flanken
waren so konstruiert, dass sie eine 29 bp lange Homologieregion sowohl zum Hefevektor pRS426
(2µ-Shuttleplasmid, Ura3-Auxotrophiemarker) als auch zur Resistenzkassette besaßen. Für die
Herstellung der Konstrukte wurde ein Resistenzkassettensystems benutzt, das speziell für den
Gebrauch in U. maydis konzipiert ist (Brachmann et al., 2004). Die Resistenzkassetten dieses
Systems werden von SfiI-Schnittstellen flankiert. Der rückwärtsgerichtete Primer der linken
Flanke und der vorwärtsgerichtete Primer der rechten Flanke des zu deletierenden Gens, sind
mit Homologieregionen zu der Resistenzkassette versehen, beginnend mit den entsprechenden
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SfiI-Schnittstellen. In den vorwärtsgerichteten Primer der linken Flanke und den rückwärtsge-
richteten Primer der rechten Flanke wurden dagegen die passende Homologieregion zum Hefe-
vektor und SspI-Schnittstellen eingefügt. Die SspI-Schnittstellen dienten zum Herausschneiden
des Konstruktes aus dem fertigen Vektor. Zur Vorbereitung wurde der Hefevektor pRS426 mit
den Restriktionsenzymen BamH I und EcoRI I geöffnet und die Resistenzkassette aus dem ent-
sprechenden Vektor mit SfiI ausgeschnitten. Für die Transformation von S. cerevisiae wurden
schließlich 200 ng des verdauten Hefevektors mit jeweils 500 ng DNA der beiden Flanken und
500 ng DNA der eluierten Resistenzkassette gemischt. Die anschließende Regeneration und
Selektion der Transformanden erfolgte auf SC-Festmedium ohne Uracil für 2 Tage bei 30◦C.
"‘Plasmid-rescue"’ aus S. cerevisiae
Befanden sich entsprechend viele Transformanden auf dem Selektions-Festmedium, wurden die
Kolonien mit 1 ml H2O von der Platte gespült und in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß gesammelt.
Die Zellen wurden geerntet (1 min, 13.000 rpm) und das Pellet in 200 µl der Lösung I des ZR
Plasmid Mini Kits (Zymo) resuspendiert. Anschließend wurden 50 µl Glasperlen hinzugegeben
und die Mischung für 15 Minuten auf dem Vibrax auf maximaler Stufe geschüttelt. Die Zell-
suspension wurde von den Glasperlen getrennt und in ein neues Reagiergefäß überführt. Nach
Zugabe von Puffer 2 wurde die Suspension für 5 min bei RT inkubiert (Lyse). Anschließend
wurde die Plasmidisolation gemäß Herstellerprotokoll weiter durchgeführt. 5 µl des Eluats wur-
den für eine Transformation von E. coli zur Vermehrung der erhaltenen Plasmide benutzt. Die
Plasmide wurden anschließend wieder isoliert und mit Hilfe von Restriktionsverdauen analysiert.
4.7.6 Integration von Vektoren in den genomischen ip-Locus
Der cbx- bzw. ip-Locus von U. maydis kodiert für die Eisen-Schwefel-Untereinheit der Sukzinat-
Dehydrogenase (Sdh1). Ein Aminosäureaustausch an Position 257 von Histidin nach Leucin führt
dazu, dass der Organismus eine Resistenz gegen das Fungizid Carboxin entwickelt. Spezielle Vek-
toren tragen dieses Carboxinresistenz-vermittelnde Allel des ip-Gens. Der entsprechende Vektor
kann durch eine SspI Schnittstelle in dem ip-Allel linearisiert werden und nach Transformati-
on in U. maydis durch ortsspezifische, homologe Rekombination in den genomischen ip-Locus
integrieren. Durch die Integration des Vektors wird der ip-Locus verdoppelt.
4.8 Produktion und Aufreinigung von rekombinanten Proteinen
4.8.1 Produktion von rekombinanten Proteinen
Rekombinante Proteine wurden als N-terminale GST-Fusionsprotein in Escherichia coli produ-
ziert (Self and Hall, 1995). Zur Expression dieser Konstrukte wurden die entsprechenden codie-
renden Bereiche in den GST-Expressionsvektor pGEX4T-1 kloniert. Nach klonaler Vermehrung
in E. coli und Verifikation der resultierenden Expressionsvektoren durch Sequenzierung wurden
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die entsprechenden E. coli-Stämme mit den Vektoren transformiert. Die idealen Bedingungen für
die Proteinproduktion wurden zunächst anhand einer Induktion im kleinen Maßstab bestimmt
und dann eine Großkultur unter den entsprechenden Bedingungen induziert. Es wurde zunächst
eine Vorkultur angezogen, aus der dann eine Großkultur im Verhältnis 1:100 inokuliert wurde.
Bei Erreichen einer OD600 von ungefähr 0,6 wurde die Temperatur für Rosetta (DE3)-Stämme
auf 22◦C gesenkt und die Induktion der Proteinproduktion durch Zugabe von IPTG bis zu einer
Endkonzentration von 0,1 mM induziert. Die Induktion erfolgte über Nacht. Die Zellen wurden
anschließend durch Zentrifugation geerntet, der Überstand verworfen und die sedimentierten
Zellen entweder direkt weiter verarbeitet oder bei -80◦C gelagert.
4.8.2 Aufreinigung von Proteinen aus E. coli
Alle Reinigungsschritte erfolgten auf Eis bzw. bei 4◦C). Die sedimentierten Zellen wurden in
Lysepuffer, der mit Protease-Inhibitoren (Completetm ohne EDTA (Roche)) versetzt war, re-
suspendiert und mittels 3 Passagen durch eine "French-Press"-Zelle lysiert. Zelltrümmer wurden
durch einen Zentrifugationsschritt (23.000 rpm, 1h) sedimentiert. Die weitere Reinigung erfolgte
mit Hilfe von Glutathion Sepharose Beads (Macherey und Nagel). Der Überstand wurde auf
300µl Beads aufgetragen und für 1 Stunde rollend inkubiert, dreimal mit Lysepuffer gewaschen
(700 x g, 2 min) und anschließend mit Elutionspuffer (30 min, 4◦C) eluiert. Die Qualität der
Aufreinigung wurde mittels SDS-PAGE und anschliessender Coomassie-Färbung des Gels über-
prüft.
4.9 Analyse von Proteinen
4.9.1 Proteinextraktion aus U. maydis
Zur Herstellung von Proteinextrakten aus U. maydis wurden 200 ml einer Flüssigkultur
OD600=0,8 zentrifugiert (3500 rpm, 5 min, RT) und das Sediment in 10 ml TBS-Puffer gewa-
schen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (3500 rpm, 5 min, RT) wurde das Sediment
erneut in 10 ml TBS aufgenommen. Der Zellsuspension wurden 100 µl 10 % Triton X-100 und
100 µl Protease Inhibitor Cocktail für Pilze (Sigma) zugesetzt und der Ansatz in Mühlbechern
in flüssigen Stickstoff eingefroren. In die Mühlbecher wurden dann zwei Metallkugeln gegeben
und die Becher fest verschraubt. Der Aufschluss der Zellen erfolgte 10 min bei 30 mips. An-
schließend wurde die Zellsuspension in ein 15 ml Falcon überführt und bei RT inkubiert bis die
Suspension wieder aufgetaut war. Der Ansatz wurde zentrifugiert (13000 rpm, 10 min, 4◦C).
Der klare Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und die Proteinkonzentration
bestimmt. Die Langzeitlagerung der Proteine erfolgte bei -80◦C.
4.9.2 Konzentrationsbestimmung
Die Ermittlung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford (Bradford, 1976), allerdings in
einer modifizierten Formmit Biorad-Reagenz (Biorad). 1 µl Proteinlösung wurde mit 1 ml der um
den Faktor 1:5 verdünnten Biorad-Lösung gemischt. Der Nachweis erfolgte sofort im Photometer
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bei einer Wellenlänge von 595nm. Zur Standardisierung wurden BSA-Verdünnungsreihen mit
definierten Konzentrationen eingesetzt.
4.9.3 SDS-Gelelektrophorese
Für die Auftrennung der Proteinextrakte wurden SDS-haltige Polyacrylamidgele genutzt.
Kompo-
nente









10 2250µl - 75µl 2000µl 1600µl 100µl 10µl
Sammel-
gel
- - 375µl 30µl 500µl 2050µl 50µl 7,5µl
Für die Proteingele wurden Mini-Protean 2 Apparaturen (Biorad) verwendet. Die Apparatur
wurde nach Herstellerangaben zusammengesetzt, auf ihre Dichtheit überprüft. Zuerst wurde
das Trenngel zwischen die Glasplatten gegossen und mit Isopropanol überschichtet. Nach dem
Auspolymerisieren des Trenngels, wurde der Alkohol vollständig abgenommen, das Sammelgel
eingegossen und der Kamm eingesetzt. Nach dem Auspolymerisieren des Sammelgels, wurde der
Kamm entfernt, die Taschen sorgfältig gespült und das Gel in die vertikale Laufkammer einge-
setzt. Die äußere und die innere Pufferkammer wurden mit Laufpuffer befüllt. Die Proteinproben
wurden in TBS auf eine Konzentration von 2 µg/µl verdünnt und je 10 µl dieser Proteinlösung
mit 3 µl 5x Probenpuffer versetzt. Die Ansätze wurden 5 min zur Denaturierung aufgekocht,
kurz auf Eis heruntergekühlt und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 120
V. Als Größenstandard wurde der Marker "Page Ruler Prestained Protein Ladder" der Firma
Thermo Scientific verwendet.
4.9.4 Transfer und Nachweis von Proteinen auf PVDF-Membranen (Western Blot)
Die Proteine wurden auf einer PVDF-Membran durch Hybridisierung mit spezifischen Antikör-
pern nachgewiesen. Für den Transfer der Proteine vom SDS-Gel auf eine PVDF (Polyvinyliden-
fluorid)-Membran (Roth) wurde ein "Wet Blot" durchgeführt. Der Blot wurde auf die Anoden-
platte der Blotapparatur aufgeschichtet. Ein in Transferpuffer getränktes Schwämmchen wurden
mit zwei Lagen getränktes Blotting-Papier überschichtet. Darauf wurde die, durch Benetzen mit
Methanol aktivierte und in Transferpuffer äquilibrierte, PVDF-Membran gelegt. Das Trenngel
wurde auf die Membran aufgelegt und mit zwei Lagen in Transferpuffer getränkter Blotting-
Papiere und einem weiteren Schwämmchen überschichtet. Die Kathodenplatte wurde aufgesetzt
und das Gel eine Stunde gekühlt bei 100 V oder über Nacht bei 30V geblottet.
Die Membran wurde in TBST0,1-Milch 20 min unter Rotation abgesättigt und in einen Plastik-
beutel eingeschweißt. In diesen wurden 10 ml einer 1:500 Verdünnung des primären Antikörpers
(GFP mouse monoclonal IgG2a, Santa Cruz Biotechnology) in TBST0,1-Milch eingefüllt. Der
Ansatz wurde für 2 Stunden bei RT oder über Nacht bei 4◦C auf der Wippe inkubiert. Dann
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wurde die Membran 2x 10 min in 10 ml TBST0,1 gewaschen und anschließend mit einer 1:1000
Verdünnung des sekundären Antikörpers (donkey anti-mouse IgG-HRP conjugate, Santa Cruz
Biotechnology) in TBST0,1-Milch eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Zum Nachweis der Proteine durch Chemilumineszenz wurde die Membran 2x 10 min in 10
ml TBST0,1 gewaschen, abgetropft und in eine nach drei Seiten hin offene Plastikhülle gelegt.
0,5 ml der Detektionslösung 1 wurden mit 0,5 ml der Detektionslösung 2 (Amersham) gemischt
und auf die Membran aufgetropft. Überschüssige Lösung wurde zu den Seiten hin aus der Plas-
tikhülle gestrichen. Die Membran wurde in ihrer Hülle in eine Röntgenkassette eingelegt, ein
Film aufgelegt und der Blot für 15 min in der geschlossenen Kassette exponiert. Dann wurde
der Film entwickelt.
Die Membran wurde 1 min in einer Schale Ponceau-S-Lösung (Sigma) gebadet und dann so
lange in Wasser entfärbt, bis die Gesamtheit der Proteinbanden auf ihr deutlich sichtbar waren.
4.9.5 Gesamtproteinnachweis durch Anfärben des SDS-Geles
Die Gesamtheit der Proteinbanden wurde durch Anfärben mit Coomassie-Brilliant-blue sichtbar
gemacht. Das Gel wurde in die Färbelösung eingelegt und kurz aufgekocht. Nach dem Abkühlen
wurde das Gel so lange in Entfärbelösung entfärbt, bis die Banden deutlich sichtbar waren. Das
angefärbte Gel wurde fotografiert.
4.9.6 Analyse der enzymatischen Aktivität von Proteinen
Die enzymatische Aktivität der in der Itaconsäure-Biosynthese involvierten Enzyme wurde mit
Hilfe eines simplen Assays bestimmt. Dazu wurden 10 µg der jeweiligen aufgereinigten Enzyme
mit Assaypuffer, welcher 5 mM des zu testenden Substrates enthielt, in einem Volumen von 100
µl gemischt. Als Reagiergefäß diente dazu eine 96-Well Mikrotiterplatte (Greiner). Der Ansatz
wurde für 15 Minuten bei RT schüttelnd inkubiert. Anschließend wurden die Proben mittels
HPLC auf ihre enzymatische Reaktion hin analysiert.
4.10 Zellbiologische Untersuchung von U. maydis
4.10.1 Infektion von Zea mays
Zur Überprüfung der Pathogenität von U. maydis wurden sieben Tage alte Maispflanzen der
Sorte Early Golden Bantam infiziert. Dazu wurden die entsprechenden Stämme mit H2Obidest
auf eine OD600 von 1,0 eingestellt. Anschließend wurden 500 µl der Zellsuspension mit Hilfe von
Spritzen ungefähr 1 cm über der Erde in den Stengel der Maispflanze injiziert, so dass möglichst
das dritte Keimblatt der Pflanze infiziert werden konnte. Die Pflanzen wurden bei 28◦C am Tag
und 20◦C in der Nacht für 10-13 Tage in einem geschlossenen Gewächshaus inkubiert bevor die
Symptome ausgewertet wurden. Die Beleuchtungsstärke betrug zwische 28.000 und 90.000 Lux,
abhängg von der zusätzlichen Sonneneinstrahlung. Die Auswertung erfolgte nach modifizierten
Kriterien nach (Kämper et al., 2006). Alle Experimente wurden in mindestens drei biologischen
Replikaten durchgeführt. Ein Experiment entspricht dabei etwa 40 Pflanzen pro zu testendem
84
4 Material und Methoden
Stamm. Die mittleren Symptome aus den drei Replikaten wurden prozentual zur Gesamtzahl
der Pflanzen dargestellt.
4.10.2 Test auf filamentöses Wachstum auf PD-Aktivkohle-Medium
Auf Aktivkohle-haltigem Medium bildet Hyphen aus, die im Zellzyklus arretiert sind und die auf
der schwarzen Oberfläche des Mediums sehr gut sichtbar sind (Day and Anagnostakis, 1973).
Zur Untersuchung der Hyphenbildung wurden Kulturen bis zu einer OD600 von 1,0 angezogen
und die kompatiblen Stämme 1:1 gemischt. 6 µl dieser Suspension wurde dann auf den Agar
getropft. Alternativ wurden Kulturen des haploid pathogenen Stammes SG200 verwendet.
4.10.3 Mikroskopie von U. maydis-Zellen
Zur Mikroskopie von U. maydis-Zellen kam ein Fluoreszenzmikroskop des Typs Axiovert 2
(Zeiss) zum Einsatz. Die Färbungen erfolgten mit den Fluoreszenzfarbstoffen, die in der fol-
genden Tabelle angegeben sind. Sie wurden (bis auf GFP, mKate, RFP) den Flüssigkulturen in
der genannten Endkonzentration zugesetzt. Die Inkubationszeit mit dem Farbstoff reichte von 10
min (CMAC und Calcofluor), bis zu einer Stunde (FM4-64). Die zu untersuchenden Zellen wur-
den im Volumen von 1,5 µl auf einen mit einer ca. 0,5 mm dicken Wasseragarschicht bedeckten
Objektträger aufgetropft. Anschließend wurde das Deckglas aufgelegt. Der Wasseragar diente
zur Fixierung der Zellen an ihrer Position um unscharfe Bilder zu vermeiden. Zur Anregung der
verschiedenen Farbstoffe wurden die zur Wellenlänge passenden Filter genutzt. Vergleichsfotos
wurden im Differentialkontrast gemacht und mit einer Kamara der FA Hamamatsu (Typ Orca-
ER) dokumentiert. Die Bilder wurden mit dem Programmen Volocity (Improvision) und dem
Programm ImageJ bearbeitet.
Name Zellbestandteil ExcitationEmission Farbe
GFP Fusionsproteine 475 nm 509 nm grün
RFP Fusionsproteine 584 nm 607 nm rot
mKate Fusionsproteine 588 nm 635 nm rot
Calcofluor Glucan 350 nm 461 nm blau
MitoTracker Rhodamine B Mitochondrien 590 nm 640 nm rot
FM4-64 Endozytische Membranen 590 nm 640 nm rot
CMAC Vakuolen 350 nm 466 nm blau
Kernfärbung
Für die Kernfärbung mittels DAPI wurden Zellen fixiert. Dazu wurde 1 ml Übernachtkultur
bei 5000 rpm für fünf Minuten abzentrifugiert und in 70% Ethanol in 1 x PBS resuspendiert.
Anschließend wurden die Zellen in 1x PBS gewaschen und mit 2 µg/ml DAPI gemischt. Die
Färbung wurde mit dem DAPI-Filter betrachtet.
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4.10.4 Zellwandfärbung
Für die Färbung der Zellwand wurden 100µl Zellen einer logarithmisch wachsenden Kultur mit
Calcofluor White (2 µg/ml) gefärbt, auf einen Objektträger gegeben und mit dem DAPI-Filter
betrachtet.
Endocytosefärbung
1 ml Zellen aus einer exponentiell wachsenden Kultur wurden für fünf Minuten bei 4500 rpm
abzentrifugiert und in 100 µl H2O aufgenommen und für fünf Minuten mit 16 µM FM4-64
(Vida and Em, 1995) auf Eis gefärbt. Dann wurde das Volumen auf ein 1 ml aufgefüllt und die
Zellen bei 30◦C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Zellen entnommen, auf einen
Objektträger gegeben und mit dem Rhodamin-Filter betrachtet.
Vakuolenfärbung
Vakuolen wurden mit CellTrackerTMblue (CMAC) gefärbt. Hierfür wurde eine bereits mit FM4-
64 gefärbt Kultur nach Ablauf von 55 Minuten mit 100 µM CMAC versehen und für weitere
fünf Minuten inkubiert. Die Zellen wurden mit dem DAPI-Filter betrachtet.
Mitochondrienfärbung
Mitochondrien wurden mit MitoTracker Rhodamine B angefärbt. Dazu wurden die Zellen ei-
ner Kultur (1 ml; OD600=0,8) für 2 min bei 6500 rpm geerntet. Das Pellet wurde in 1 ml 10
mM HEPES-Puffer (pH 7,4) mit 2% Glukose resuspendiert. Dazu wurden 100 µl MitoTracker
Rhodamine B (1gelöst in DMSO) gegeben und der Ansatz 30 min bei 30◦C inkubiert. Anschlie-
ßend wurden die Zellen noch dreimal in 10 mM HEPES-Puffer (pH 7,4) gewaschen. 10 µl der
Zelllösung wurden auf einen Objektträger gegeben und schließlich mit dem Rhodamin-Filter
betrachtet.
4.11 Biochemische Methoden
4.11.1 Analyse der Itaconsäure-Produktion durch
High-Pressure-Liquid-Chromatography (HPLC)
Die quantitative Bestimmung der Itaconsäure-Produktion durch U. maydis bzw. durch S. cere-
visiae, wurde mit Hilfe eines HPLC-Chromatogramms durchgeführt. Die Kultivierungen und die
quantitative Bestimmung der Itaconsäure-Produktion im Teil 2.1 wurden von Elena Geiser (AG
Blank, RWTH Aachen) im Rahmen einer Kollaboration durchgeführt. Material und Methoden
hierfür können in (Geiser, 2014) nachgelesen werden. Für die Analyse des Enzym-Aktivitäts-
Assays wurden 100 µl der Probe in einen Mikroeinsatz mit Polymerfuß überführt und für die
HPLC-Analyse verwendet. 5µl der Probe wurden dann in das HPLC-System (1260 Infinity
Series, Agilent Technologies) injiziert und analysiert.
Laufmittel: 2,5 mM Schwefelsäure
Säule: Rezex-ROA-Organic Acid H+ (8%), 7,6 mm x 250 mm (Phenomenex, Aschaffenburg)
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Flussrate: 0,8 ml/min (ca. 65 bar)
Temperatur: ca. 40◦C
Detektor: VWD 1260 (1260 Infinity Series, Agilent Technologies)
Wellenlänge: 210 nm
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